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Chapitre 1 Introduction 
Dans ce premier Chapitre nous aborderons, tout d͛aďoƌd uŶ ĠlĠŵeŶt ĐlĠ de Ŷoŵďƌeuǆ 
processus en biologie : la polarité. De la migration de cellules uniques au développement des 
organismes, de nombreux phénomènes sont regroupés sous cette dénomination. Après avoir 
abordé sa définition et certaines de ses propriétés aux différentes échelles spatiales et 
temporelles, nous nous focaliserons sur la description précise de la polarité cellulaire pendant la 
ŵigƌatioŶ Đellulaiƌe. Depuis uŶe ǀiŶgtaiŶe d͛aŶŶĠes, il a été décrit dans ce domaine l͛iŵpoƌtaŶĐe 
ŵajeuƌe d͛uŶe famille de protéines : les RhoGTPases. Nous présenterons les développements 
successifs qui ont permis de comprendre leurs rôles et la dynamique de leur activité dans les 
cellules. Les dernières méthodes développées ayant encore certaines limites, nous discuterons 
de la ŵise eŶ œuǀƌe d͛outils optogénétiques permettant un contrôle non invasif, direct, local et 
quantitatif de l͛aĐtiǀitĠ des protéines dans les cellules. Le but de cette approche étant de 
contrôler la polarité cellulaire avec de la lumière. 
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1.1   Polarité cellulaire 
1.1.1   Définition et exemples 
La notion de polarité en biophysique nous confronte à un problème de différence de 
définition entre la physique et la biologie. Un crayon papier (Figure 1-1) possède-t-il une 
polarité ? Ce tǇpe d͛oďjet possğde uŶ aǆe pƌiŶĐipal et deuǆ eǆtƌĠŵitĠs, uŶe Ƌui ĠĐƌit et l͛autƌe 
non. Mais cela suffit-il à le définir comme un objet polarisé ? 
 
Figure 1-1 : Iŵage d͛uŶ aiŵaŶt dƌoit et d͛uŶ ĐƌaǇoŶ papieƌ. SouƌĐe : Google image. Taille caractéristique de ces 
objets : 10 à 20 cm. 
Définitions de la polarité 
En physique, un système physique est considéré comme polaire s͛il est dotĠ de pôles. Ces 
pôles doivent par ailleurs produire des effets physiques distincts en différents points du système 
et ces effets doiǀeŶt ġtƌe opposĠs eŶtƌe euǆ. Les pôles du ĐƌaǇoŶ Ŷ͛oŶt pas des effets opposés, 
ils soŶt juste diffĠƌeŶts. AiŶsi, seloŶ Đette dĠfiŶitioŶ, Đe ĐƌaǇoŶ Ŷ͛est pas polaƌisĠ. 
A contrario, un aimant est polarisé. Chacun de ses pôles exerce sur une particule chargée 
une force opposée. Par ailleurs, il existe en son sein une distribution ordonnée de structures qui 
permettent, à Ŷ͛iŵpoƌte Ƌuel eŶdƌoit de Đelui-ci, de tracer une flèche qui pointe vers la 
diƌeĐtioŶ d͛uŶ pôle. 
Il existe en biologie des exemples où cette idée de polarité semble résister à la définition 
phǇsiƋue. L͛eǆemple le plus ancien vient des observations faites par George J. Allman en 1864 
aǀeĐ le ŵodğle de l͛hǇdƌe Tubularia. Cet organisme, qui possède un « pied » et une « tête » 
(Figure 1-2), a la propriété, lorsqu͛il est coupé en deux, de se régénérer en deux copies 
identiques. Un unique segment de cet organisme peut lui-même recréer une tête dans la 
diƌeĐtioŶ de la tġte et uŶ pied à la plaĐe du pied d͛oƌigiŶe, cette polarité est donc locale. 
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Figure 1-2 : Exemples d͛oƌgaŶisŵes possédant une polarité en biologie. Iŵage d͛uŶe hǇdƌe Tuďulaƌia (a) 
d͛eŶǀiƌoŶ ϯ ŵŵ de haut et d͛uŶ poissoŶ Zebrafish (b) d͛eŶǀiƌoŶ ϯ Đŵ. Source : Google image 
Cependant, cette définition physique de la polarité possède certaines limites. Si nous 
découpons un aimant non parfaitement magnétisé en petits éléments, jusƋu͛à aƌƌiǀeƌ à uŶe 
dimension en dessous de la taille caractéristique des domaines de Weiss, nous allons être 
confrontés à certains domaines qui ne possèdent pas le même moment magnétique que 
l͛aiŵaŶt eŶtieƌ. A cette échelle, les propriétés locales ne sont donc pas identiques aux globales. 
La définition de la polarité est doŶĐ foŶĐtioŶ de l͛ĠĐhelle considérée. 
Nous allons utiliser dans cette thèse une définition un peu moins restrictive de la polarité 
Ƌui est Đelle utilisĠe paƌ les ďiologistes et les ďiophǇsiĐieŶs. Il s͛agit de la teŶdaŶĐe d͛uŶ 
oƌgaŶisŵe, ou d͛uŶe paƌtie d͛uŶ oƌgaŶisŵe à se dĠǀeloppeƌ, Đƌoitƌe ou s͛oƌieŶteƌ seloŶ uŶ aǆe 
distinct. Comme nous alloŶs le ǀoiƌ, Đette polaƌitĠ dĠpeŶd ďeauĐoup de l͛ĠĐhelle spatiale et 
temporelle considérée pour un système donné (1).  
Exemples de polarité en biologie 
Comment expliquer par exemple Ƌue l͛oŶ paƌle de polaƌitĠ aŶtĠƌo-postérieur du poisson 
zèbre Danio Rerio aloƌs Ƌue la tġte et la Ƌueue d͛uŶ poissoŶ ;Figure 1-2) ne sont pas de la même 
nature et ne possèdent pas la même fonction ? Dans le cas des embryons du poisson zèbre 
comme dans le cas de celui de la mouche Drosophila Melanogaster, Đ͛est la pƌĠseŶĐe, durant les 
premières phases de développement, d͛Ġtats ďiologiƋueŵeŶt tƌğs polaƌisĠs qui explique cette 
dénomination. Coŵŵe suƌ l͛eǆeŵple de la pƌotĠiŶe BiĐoïd Đhez la drosophile (Figure 1-3, a), les 
embryons peuvent avoir une organisation moléculaire asymétrique. 
Cette organisation asymétrique de protéines entraîne une expression génétique des 
cellules différente selon le niveau et le gradient de molécules ressentis ce qui oriente leur 
devenir ultérieur (2). L͛oƌgaŶisatioŶ spatiale de l͛aĐtiǀitĠ des Đellules ĠtaŶt iŶdispeŶsaďle à la 
création de toutes les structures futures de cet animal durant le développement embryonnaire 
(Figure 1-3, b). 
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Figure 1-3 : Développement et polarité antéro-postérieure. (a) Signal de fluorescence de la protéine Bicoïd 
daŶs l͛eŵďƌǇoŶ de Dƌosophile ;adapté de (2)). (b) Image de fluorescence des protéines Hairy en rouge, Kruppel en 
vert et Giant en bleue dans un embryon de Drosophile (Image récupérée de la collection de Stephen Paddock 
hébergée par le site internet de Nikon). Longueur caractéristique des embryons : 500 µm. 
Ces phénomènes de polarité ne sont pas uniquement importants à l͛ĠĐhelle de l͛oƌgaŶisŵe, 
ils sont présents également à l͛ĠĐhelle du tissu et du groupe de cellules comme présenté sur les 
deux exemples suivants (3). Une monocouche de cellules de drosophile génère, par exemple, à 
paƌtiƌ d͛uŶe ƌĠpaƌtitioŶ asǇŵĠtƌiƋue d͛uŶe pƌotĠiŶe (Figure 1-4, c, d), une réorganisation des 
cellules voisines et modifie de pƌoĐhe eŶ pƌoĐhe la totalitĠ d͛un tissu (Figure 1-4, a, b). Dans cet 
exemple particulier, les myosines II, polarisées seloŶ uŶ seul aǆe de l͛eŵďƌǇoŶ, augmentent la 
contractilité selon cet axe ce qui entraîne la contraction globale du tissu (4). Ces processus sont 
très importants pendant le développement, que ce soit aux premiers stades de l͛eŵďƌǇogeŶğse 
dans le cas de la gastrulation, mais également plus tard, lors de la formation de tissus tels que 
les ailes de la mouche (5)(6)(7). 
 
Figure 1-4 : Polarité et contraction de tissus chez la mouche. (a, b) Images de la bande germinale avant et 40 
ŵiŶutes apƌğs l͛ĠloŶgatioŶ du tissu. Taille ĐaƌaĐtĠƌistiƋue d͛uŶ ďoƌd de Đellule : 5 µm. (c) Orientation de 
l͛eŶƌiĐhisseŵeŶt eŶ ŵǇosiŶe II (en degré paƌ ƌappoƌt à l͛aǆe ǀeƌtiĐal). ;dͿ SĐhĠŵa d͛uŶe tƌaŶsitioŶ de tǇpe Tϭ qui 
eǆpliƋue l͛ĠloŶgatioŶ du tissu. Images adaptées de (4). 
A l͛ĠĐhelle d͛uŶ gƌoupe, ĐoŵposĠ d͛uŶe dizaiŶe à uŶe ĐeŶtaiŶe de Đellules, la polarité joue 
également un rôle important. Si, dans ce groupe de cellule, certaines possèdent une motilité 
plus importante que leurs voisines, leur mouvement peut forcer les Đellules ǀoisiŶes à s͛oƌieŶteƌ 
 1.1   Polarité cellulaire 15 
 
et à migrer dans la même direction. Le comportement local de une à dix cellules dicte alors le 
comportement global (8). Cela a été observé récemment dans le cas de métastases où quelques 
cellules cancéreuses entraînent le dĠplaĐeŵeŶt d͛uŶ plus gƌaŶd Ŷoŵďƌe de Đellules hors de la 
tumeur initiale (Figure 1-5)(9)(10). 
 
Figure 1-5 : Polarité et invasivité de cellules cancéreuses. (a, b) Iŵage DIC d͛uŶ gƌoupe de Đellules extraites 
d͛uŶe tuŵeuƌ ŵaŵŵaiƌe et dĠposĠes dans une matrice de collagène. (a) Baƌ d͛ĠĐhelle : 50 µm. (b) Zoom sur une des 
pƌotƌusioŶs se foƌŵaŶt à la pĠƌiphĠƌie. ;ĐͿ Iŵage de fluoƌesĐeŶĐe de l͛aĐtiŶe ;ďleuͿ et de la pƌotĠiŶe Cytokeratin 14 
(K14) (en vert) marqueur du caractère invasif des cellules. Baƌƌe d͛ĠĐhelle : 20 µm. (a-c). Images adaptées de (9). 
Comme nous venons de le voir sur trois exemples, un grand nombre de phénomènes sont 
regroupés sous la dénomination de polarité. Quelques soient le phĠŶoŵğŶe et l͛ĠĐhelle 
considérés, tous ont pour dénominateur commun une perturbation venant d͛uŶe asǇŵĠtƌie 
relative à la loĐalisatioŶ d͛uŶ ĠlĠŵent aux propriétés biologiques, chimiques et/ou physiques 
singulières. De plus, ces phénomènes possèdent tous une organisation axiale qui permet de 
maintenir un état globalement polarisé ou bien de modifier un état existant. Enfin, le temps 
caractéristique de cette polarisation est toujours supérieur au temps caractéristique de la 
perturbation car le système doit iŶtĠgƌeƌ à l͛ĠĐhelle gloďale la peƌtuƌďatioŶ loĐale, ce qui 
nécessite un couplage par des processus biochimiques et/ou physiques. 
Dans cette thèse, Ŷous ĐoŶsidĠƌeƌoŶs la polaƌitĠ à l͛ĠĐhelle de la Đellule uŶiƋue, tout en 
sachant que certaines des idées développées sont applicables à d͛autƌes ĠĐhelles. Nous 
aborderons en particulier le cas de la migration cellulaire et les contraintes qui y sont associées. 
Nous nous attacherons à mettre en avant les échelles spatiales et temporelles considérées et 
l͛iŶtĠgƌatioŶ teŵpoƌelle de la peƌtuƌďatioŶ. De plus, Ŷous soulignerons les phénomènes se 
ƌappƌoĐhaŶt de la dĠfiŶitioŶ phǇsiƋue de la polaƌitĠ, Đ͛est-à-dire lorsque les deux pôles 
possèdent des caractéristiques opposées. 
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1.1.2   Polarité et migration cellulaire 
Axe avant/arrière 
La migration cellulaire est un des phénomènes qui implique une polarité à l͛ĠĐhelle de la 
cellule unique. In vivo, de nombreux types cellulaires migrent à deux ou trois dimensions dans 
les organismes. C͛est le Đas par exemple des fibroblastes et des kératocytes qui migrent pour 
assuƌeƌ la ĐohĠƌeŶĐe et la souplesse du deƌŵe et de la ĐoƌŶĠe. C͛est également le cas des 
neutrophiles qui luttent contre les infections bactériennes. Bien que, dans le détail, ces types de 
ŵigƌatioŶ soieŶt diffĠƌeŶts du fait de l͛histoiƌe des Đellules et de leuƌ eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt, il est 
possible de trouver de nombreuses similitudes entre les processus impliqués. Dans le cadre de 
cette thèse, Ŷous Ŷous foĐaliseƌoŶs suƌ l͛Ġtude de la ŵigƌatioŶ de Đellules à deux dimensions. 
Nous nous intéresserons en particulier au phénotype caractéristique de ces cellules lorsqu͛elles 
sont déposées sur des substrats tels que des lamelles de microscopie, recouvertes de protéines 
d͛adhĠsioŶ fibronectine – une des protéines de la matrice extra cellulaire (Figure 1-6)(11)(12). 
 
Figure 1-6 : Polarité avant/arrière de cellules en migration. Iŵage DIC d͛uŶ fiďƌoďlaste NIH/3T3 (a) et d͛uŶ 
kératocyte (b) sur une lamelle de verre. Taille caractéristique de ces cellules : 60 µm. Source Google image. 
Ces cellules, pendant la migration, possèdent un phénotype caractéristique : elles 
présentent une large protrusion, appelée lamellipode, dans la direction du mouvement, et une 
zone où la membrane se rétracte à l͛eǆtƌĠŵitĠ opposĠe. Ces régions sont considérées 
ƌespeĐtiǀeŵeŶt Đoŵŵe l͛aǀaŶt et l͛aƌƌiğƌe de la cellule. Ce phénotype spécifique est 
diƌeĐteŵeŶt liĠ à l͛oƌgaŶisatioŶ Đellulaiƌe loĐale et à l͛ageŶĐeŵeŶt des pƌotĠiŶes Ƌui la 
constituent. EŶfiŶ, la ŵigƌatioŶ des Đellules Ŷe dĠpeŶd pas diƌeĐteŵeŶt de la pƌĠseŶĐe d͛uŶ 
noyau et de la production de protéines. Des fragments de cytoplasmes de kératocytes peuvent, 
eŶ effet, possĠdeƌ le ŵġŵe phĠŶotǇpe de ŵigƌatioŶ Ƌu͛une cellule (13). 
Phénotype transitoire 
Comme Ŷous l͛oďseƌǀoŶs aǀeĐ l͛eǆeŵple d͛uŶ fiďƌoďlaste ĠtalĠ suƌ uŶe laŵelle de ǀeƌƌe 
(Figure 1-7), cette oƌgaŶisatioŶ Ŷ͛est pas statiƋue. Ces cellules ont parfois plus d͛uŶe zoŶe 
d͛aĐtiǀitĠ Đe Ƌui les eŵpġĐhe ĠǀeŶtuelleŵeŶt de ŵigƌeƌ seloŶ uŶ aǆe pƌĠĐis, jusƋu͛à Đe Ƌu͛uŶ 
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des pôles pƌeŶŶe l͛asĐeŶdaŶt suƌ les autƌes (12). Ces différents pôles évoluent dynamiquement 
les uns par rapport aux autres et sont parfois intégrés par les cellules pour former un axe unique 
de polarité avant/arrière (Figure 1-7, c, d). 
 
Figure 1-7 : (a, ĐͿ Iŵage DIC d͛uŶ fiďƌoďlaste dĠposĠ suƌ uŶe laŵelle de ǀeƌƌe et sur laquelle a été greffée de la 
fibronectine. Image prises 6 minutes et 2 heures après le début du film. Hauteur des images 40 µm. La présence de 
lamellipodes est soulignée par les ellipses en pointillés de couleur. (b, d) Schémas des phénotypes observés. 
Organisation cellulaire 
Cet Ġtat de polaƌisatioŶ aiŶsi Ƌue l͛oƌgaŶisatioŶ iŶteƌŶe le ĐaƌaĐtĠƌisaŶt oŶt ĠtĠ laƌgeŵeŶt 
étudiés à partir des images de fluorescence des protéines et peuvent être schématisés comme 
sur la Figure 1-8 (14)(15). Cette polarité des cellules est principalement axée sur leur 
ĐǇtosƋuelette, eŶ paƌtiĐulieƌ suƌ les filaŵeŶts d͛aĐtiŶe. Il est à la ďase de leuƌ phĠŶotǇpe et de 
leurs propriétés mécaniques (16)(17)(18).  
Les filaŵeŶts d͛aĐtiŶe soŶt polǇŵĠƌisĠs sous deuǆ stƌuĐtuƌes distiŶĐtes. Ils forment, par 
exemple, de loŶgues fiďƌes de stƌess paƌallğles à l͛aǆe de ŵigƌatioŶ (19)(20). Ces fibres sont, de 
plus, eŶƌiĐhies eŶ ŵoteuƌs ŵolĠĐulaiƌes tels Ƌue les ŵǇosiŶes II, Đe Ƌui peƌŵet d͛eŶ augŵeŶteƌ 
la ĐohĠsioŶ aiŶsi Ƌu͛eǆeƌĐeƌ des foƌĐes sur celles-ci (21)(22). Elles prennent appui sur des points 
foĐauǆ d͛adhĠsioŶ (23) qui sont des complexes de protéines qui font le lien entre les protéines 
d͛adhĠsioŶ et le cytosquelette des cellules. Ces points focaux transmettent les forces 
iŶtƌaĐellulaiƌes jusƋu͛au suďstƌat, par exemple pour entraîner la migration des cellules. 
L͛autƌe tǇpe d͛aĐtiŶe pƌĠseŶt daŶs Đes Đellules soŶt d͛assez Đouƌts filaŵeŶts possĠdaŶt uŶe 
structure branchée (24), retrouvés particulièrement à l͛aǀaŶt de la Đellule daŶs le laŵellipode, 
où ils sont nécessaires à la formation de protrusions (25). 
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Figure 1-8 : SĐhĠŵa de l͛oƌgaŶisatioŶ moléculaire iŶteƌŶe d͛uŶe Đellule possĠdaŶt uŶe polaƌitĠ aǀaŶt/aƌƌiğƌe. 
Un autre élément important du cytosquelette sont les microtubules. Ce sont des fibres 
polaires (une extrémité + et une -) constituées de dimères de tubuline. Leurs extrémités 
positives sont regroupées au niveau du centrosome (MTOC) et partent dans toutes les 
directions, notamment vers la protrusion. Leur implication directe dans la création de force 
dans les cellules ŵaŵŵifğƌes Ŷ͛est pas paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŵpoƌtaŶte (16). Cependant, leur 
contribution indirecte à ce processus par le transport intracellulaire de vésicules est majeure 
(26). Dans le cas de la migration à deux diŵeŶsioŶs, l͛aǆe de polaƌitĠ de la Đellule est également 
très bien caractérisĠ paƌ l͛aligŶeŵeŶt du noyau, du centrosome et de l͛appaƌeil de Golgi de la 
cellule (27), ce qui en souligne l͛iŵplication. 
Sensibilité à l’environnement 
A l͛ĠĐhelle de la cellule, l͛oƌgaŶisatioŶ iŶteƌŶe des pƌotĠines est extrêmement importante 
et soŶ ĐoŶtƌôle Ŷ͛est pas dû au hasard. Trois types cellulaires spécifiques, des fibroblastes, des 
lymphocytes T et des cellules épithéliales, bien que possédant les mêmes protéines, ne les 
organisent pas de la ŵġŵe ŵaŶiğƌe. Cela tieŶt du fait Ƌue l͛eŶǀiƌoŶŶement dans lequel elles se 
trouvent et que les tâches qu͛elles doivent remplir sont différents (Figure 1-9).  
Figure 1-9 : Organisation interne des principaux éléments du cytosquelette en fonction du contexte cellulaire. 
(a) Fibroblaste en migration vu de côté. (b) Lymphocyte T vu de dessus. (c) Cellule épithéliale vue de côté. 
La capacité des cellules à sentir leur environnement et celle de modifier leurs phénotypes 
au cours du temps ne sont pas indépendantes comme Ŷous l͛oďseƌǀoŶs sur la Figure 1-10. 
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Un même type cellulaire peut, selon le contexte, changer son organisation en fonction des 
iŶfoƌŵatioŶs Ƌu͛il perçoit de l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt. Ce tǇpe de ƌĠgulatioŶ est d͛autaŶt plus ŵaƌƋuĠ 
que la cellule est spécialisée. Ainsi un neutrophile, dans son rôle de phagocytose des bactéries, 
réorganise de manière dynamique sa polarité avant/arrière, ce qui lui permet de suivre le 
déplacement des bactéries (Figure 1-10). 
 
Figure 1-10 : (a-d) Images en lumière blanĐhe d͛uŶ Ŷeutƌophile et d͛uŶe ďaĐtĠƌie parmi des globules rouge. 
Leur contour (a) et leur déplacement au cours du temps (d) sont repérés respectivement en vert et en rouge. Images 
tiƌĠes d͛uŶe ǀidĠo iŶtitulĠe Neutrophil Chase associée au livre « Essential Cell Biology »  
Il existe donc des mécanismes modifiant, sur des échelles inférieures à la dizaine de 
micromètres, l͛oƌgaŶisatioŶ iŶteƌŶe des Đellules. Ils soŶt seŶsiďles à l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt daŶs leƋuel 
elles se trouvent et leurs permettent de s͛oƌieŶteƌ daŶs la diƌeĐtioŶ d͛uŶ sigŶal eǆtĠƌieuƌ pouƌ 
s͛eŶ ƌappƌoĐheƌ ou s͛eŶ ĠloigŶeƌ selon le contexte (28). Ces mécanismes biochimiques sont de 
plus modifiables sur des échelles temporelles de la minute pouƌ suiǀƌe l͛ĠǀolutioŶ spatiale du 
signal (Figure 1-11). 
Notƌe appƌoĐhe de l͛Ġtude de la polaƌitĠ a doŶĐ ĠtĠ oƌieŶtĠe vers la compréhension des 
réseaux de signalisation impliquant les signaux biochimiques qui génèrent ce type de 
phénotype. 
 
Figure 1-11 : Comportement cellulaire en fonction du contexte. ;aͿ CƌĠatioŶ d͛uŶe pƌotƌusioŶ daŶs la diƌeĐtioŶ 
d͛uŶ sigŶal Đhimioattractant.(b) Rétraction d͛uŶe cellule en réponse à la présence d͛uŶ sigŶal ƌĠpulsif. ;ĐͿ 
‘ĠoƌieŶtatioŶ de l͚aĐtiǀitĠ Đellulaiƌe en fonction du déplacement d͛uŶ sigŶal chimioattractant. 
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1.2   Les RhoGTPases et la migration cellulaire 
La migration cellulaire se caractérise par une organisation dynamique contrôlée par des 
processus internes sensibles à des signaux externes. Il a été remarqué à la fin des années 1980 
une classe de protéines spécifiques à la ĐoŵŵuŶiĐatioŶ eŶtƌe l͛iŶtĠƌieuƌ et l͛eǆtĠƌieuƌ d͛uŶe 
cellule : les protéines G. Elles ont été découvertes par Alfred G. Gilman et Martin Rodbel à qui 
fut décerné, en 1994, un prix Nobel à ce sujet. Parmi ces protéines, il existe une classe de 
petites protéines, appelées RhoGTPases présentes dans de nombreuses cellules eucaryotes, des 
levures aux cellules de mammifères et de plantes. Nous allons présenter ici leur mode de 
fonctionnement et souligner leur importance dans le contrôle de la régulation du cytosquelette 
lors de la migration cellulaire (29). 
1.2.1   Les RhoGTPases  
Le cycle d’activation des RhoGTPases 
Les RhoGTPases sont des protéines qui utilisent une stratégie biochimique simple pour 
contrôler des processus moléculaires complexes. Elles cyclent entre deux états particuliers : un 
état dit actif, lorsqu͛elles sont liées à une guanosine triphosphate (GTP) et un état inactif 
lorsqu͛elles sont liĠes à uŶe guaŶosiŶe diphosphate ;GDPͿ. DaŶs l͛Ġtat aĐtif, les RhoGTPases 
reconnaissent et interagissent avec leurs protéines cibles (effecteurs)(30). Le passage de l͛Ġtat 
iŶaĐtif à l͛Ġtat aĐtif est ĐatalǇsĠ paƌ des Guanine Exchange Factor (GEF) et le retour à l͛Ġtat 
inactif par des RhoGTPase-Activating Proteins (GAP) (Figure 1-12). Par ailleurs, ces protéines 
peuvent être bloquées dans leur état inactif et séquestrées daŶs le ĐǇtoplasŵe sous l͛aĐtioŶ de 
Guanosine Nucleotide Inhibitors (GDI)(31). 
 
Figure 1-12 : Cycle biochimique des RhoGTPases. Figure adaptée de (30). 
Les GEF sont des protéines constituées de deux types de domaines biochimiques (32)(33). 
Le premier les localise au bon moment et à la bonne place dans la cellule, comme dans le cas de 
la GEF Ect2 par exemple. Cette GEF, initialement localisée dans le noyau, est libérée dans le 
cytoplasme au moment de la division cellulaire et aide à la formatioŶ de l͛aŶŶeau de ĐoŶtƌaĐtioŶ 
(34). Le deuxième type de région indispensable aux GEF est leur domaine DHPH. Il permet la 
ƌeĐoŶŶaissaŶĐe et l͛aĐtivation de RhoGTPases spécifiques, comme dans le cas du domaine DHPH 
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de Intersectin qui active spécifiquement Cdc42. C͛est doŶĐ l͛addition de ces deux types de 
régions qui est responsable du contrôle de l͛aĐtiǀitĠ spatiotemporelle des RhoGTPases par les 
GEF (32)(35). 
 
Figure 1-13 : Schéma de la structure en domaine des trois GEF Intersectin, Tiam1 et p115. Chacune de ces 
protéines est constituée d͛uŶe ƌĠgioŶ DHPH et de ƌĠgioŶs d͛iŶteƌaĐtioŶ. Figure adaptée de (32). 
Les RhoGTPases et l’organisation cellulaire 
Historiquement, trois de ces RhoGTPases ont été largement étudiées : Rac1, Cdc42 et RhoA 
(36)(37). Au début des années 1990, des ĐheƌĐheuƌs oŶt ĠtĠ Đapaďles d͛aĐtiǀeƌ ĐhaĐuŶe des 
voies de signalisation spécifiques dans des cellules fibroblastes à partir de perturbations 
biochimiques externes (38). En comparant alors le phénotype obtenu avec le phénotype de 
cellules contrôles, cela a permis de prédire un rôle pour ces protéines, les éléments pris en 
Đoŵpte ĠtaŶt la foƌŵe des Đellules, la loĐalisatioŶ de l͛aĐtiŶe et des points focaux (Figure 1-14). 
 
Figure 1-14 : Images de fluorescence du signal actine et vinculine (points focaux) dans des fibroblastes qui 
surexpriment RhoA (C, D), Rac1 (E, F) et Cdc42 (G, H). Figure adaptée de (38). 
De cette manière, il a été découvert que RhoA régule la présence de fibres de stress 
enrichies en actine et en myosines et la formation de points focaux, Rac1 entraîne la formation 
de protrusions enrichies en actine sur les bords de la cellule mais ne contrôle pas la formation 
22 Chapitre 1.   Introduction 
de points focaux et enfin, Cdc42 entraîne la formation de filopodes et crée d͛iŵpoƌtaŶts poiŶts 
focaux là où se sont accrochés les filopodes sur la lamelle. 
Depuis ces découvertes, la biochimie et la génétique ont évoluées et il a été possible 
d͛étudier de manière systématique les interactions entre ces protéines et leurs effecteurs. 
Désormais, une des méthodes principales consiste en la surexpression ou la suppression de ces 
protéines dans des cellules et l͛observation des modifications biochimiques et des phénotypes 
générés. La complexité de ces réseaux a ainsi pu être mise à jour tel que dans le cas de Cdc42 
(Figure 1-15). 
 
Figure 1-15 : Implication de Cdc42 dans la régulation de composants cellulaires. Schéma représentant les 
différentes voies de signalisation dans lesquelles un rôle de Cdc42 a été observé quant à la polarisation cellulaire. 
Figure adaptée de (39). 
UŶe telle appƌoĐhe peƌŵet d͛obtenir des indices sur les protéines impliquées eŶ aǀal d͛uŶe 
RhoGTPase et de comprendre son implication dans différentes fonctions cellulaires. Cependant, 
elle ne tient pas compte de deux éléments. Le premier est le contexte cellulaire, en effet, ce 
type de résultat est obtenu à partir de moyennes sur des populations de cellules et ne considère 
aucun état particulier. Or les cellules ne sont pas polarisées en permanence et ont parfois 
plusieuƌs ƌĠgioŶs d͛aĐtiǀitĠ Đellulaiƌe eŶ ŵġŵe temps sans être globalement polarisées. Ces 
pƌotĠiŶes aǇaŶt des aĐtiǀitĠs à l͛ĠĐhelle suďĐellulaiƌe, il faut étudier les phénotypes à cette 
même échelle. 
Le deuxième élément à prendre en compte concerne la manière dont sont effectuées ces 
expériences et le fait que les réseaux de signalisation ne sont pas des systèmes réversibles à 
l͛ĠƋuiliďƌe. DaŶs uŶ tel sǇstğŵe, retirer une protéine du réseau entraîne un état qui est proche 
de l͛Ġtat d͛ĠƋuiliďƌe pƌĠĐĠdent (Figure 1-16, a). Cependant, ce Ŷ͛est pas le Đas des réseaux 
génétiques en biologie dont les réactions sont souvent irréversibles. La suppression ou la 
suƌeǆpƌessioŶ d͛une protéine, dans ce type de système, le pousse parfois dans un nouvel état 
d͛ĠƋuiliďƌe, très différent de l͛Ġtat Ŷatuƌel (Figure 1-16, b). Ce ĐhaŶgeŵeŶt d͛Ġtat Ŷ͛aǇaŶt aloƌs 
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aucune correspondance avec le rôle de la protéine elle-même. Les déductions tirées de la 
comparaison entre deux états donnés sont donc parfois fausses. 
 
Figure 1-16 : SĐhĠŵa d͛uŶ ƌĠseau de signalisation à l͛ĠƋuiliďƌe thermodynamique (a, gauche) et hors équilibre 
mais dans un état stationnaire (b, gauche). Si uŶ Ŷœud ;eŶ ǀeƌt daŶs ;a, b)) est retiré de ces réseaux, nous obtenons 
respectivement les réseaux (a, droite) et (b, droite). 
Ces études réalisées sur des colonies de cellules fixées ne tiennent pas compte du détail 
dǇŶaŵiƋue de l͛oƌgaŶisatioŶ Đellulaiƌe ǀoiƌ suďĐellulaiƌe Ƌui est uŶe des ĐlĠs de la ŵigƌatioŶ 
cellulaire. De plus, pour que les modifications de phénotype observées soient biologiquement 
pertinentes, il faut s͛assuƌeƌ de tƌaǀailleƌ à des Ŷiǀeauǆ d͛eǆpƌessioŶs de pƌotĠiŶes de l͛oƌdƌe de 
ceux endogènes - ce qui est difficile à réaliser lors de surexpressions génétiques. 
1.2.2   Modules de RhoGTPases 
A partir du schéma de la Figure 1-17, nous observons que Rac1 et Cdc42 sont responsables 
de la polǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe ďƌaŶĐhĠe à paƌtiƌ de l͛aĐtiǀatioŶ de AƌpϮ/ϯ (40)(41). RhoA entraîne 
la polymérisation d͛aĐtiŶe paƌ l͛aĐtiǀatioŶ des foƌŵiŶes ŵDia et une augmentation de 
l͛aĐtiǀatioŶ des myosines par (42) (43)(44).  
 
Figure 1-17 : Réseaux de signalisation associés aux RhoGTPases RhoA, Rac1 et Cdc42 relatifs à la 
polǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe et à l͛aĐtiǀitĠ des ŵǇosiŶes. Figure adaptée de (40). 
Cependant ce type de schéma ne tient pas compte de la complexité réelle de ces réseaux 
de signalisation (Figure 1-18). Les récepteurs de la cellule sensibles à l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt eǆtĠƌieuƌ 
modifient loĐaleŵeŶt l͛aĐtiǀitĠ des ‘hoGTPases. Ces RhoGTPases recrutent et activent leurs 
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effecteurs. Ces effecteurs réorganisent le ĐǇtosƋuelette et les iŶteƌaĐtioŶs Ƌu͛il a aǀeĐ d͛autƌes 
protéines telles Ƌue les ŵǇosiŶes et les poiŶts foĐauǆ d͛adhĠsioŶ. Cela modifie alors 
l͛oƌgaŶisatioŶ loĐale de la Đellule et entraîne une réorganisation de la morphologie cellulaire. La 
ŵodifiĐatioŶ de la loĐalisatioŶ ou de l͛aĐtiǀitĠ de tous Đes ĠlĠŵeŶts ĠtaŶt à l͛oƌigiŶe de 
rétroactions sur les signaux en amont. La polymérisation locale de microtubules, par exemple, 
peut changer la quantité de vésicules transportées dans une région précise et ainsi modifier la 
concentration locale de RhoGTPases ce qui modifie la stabilité des microtubules à l͛oƌigiŶe de la 
perturbation. 
 
Figure 1-18 : Schéma présentant les différents niveaux de régulation des voies de signalisation des 
RhoGTPases. 
Bien qu͛imparfaites, ces études déterminant le rôle des protéines une à une ont permis une 
meilleure coŵpƌĠheŶsioŶ de l͛iŵpliĐatioŶ des ‘hoGTPases daŶs la polaƌitĠ Đellulaiƌe. EŶ 
recoupant les connaissances sur ces trois RhoGTPases avec celles sur la migration cellulaire, il a 
été proposé un rôle et une organisation spatiotemporelle des différents réseaux de 
signalisation. La contrainte étant de réussir à expliquer la polarité avant/arrière à partir de la 
possibilité de remodeler le cytosquelette (45)(46). Les Đellules pƌĠseŶteŶt, à l͛aǀaŶt, uŶe aĐtiǀitĠ 
importante de Cdc42 et de Rac1 contrôlant la pƌotƌusioŶ et, à l͛aƌƌiğƌe, uŶe aĐtiǀitĠ iŵpoƌtaŶte 
de RhoA contrôlant la contraction et la rétraction de celles-ci. 
La polaƌitĠ gloďale des Đellules eŶ ŵigƌatioŶ est doŶĐ dĠfiŶie paƌ l͛oƌgaŶisatioŶ du ƌĠseau 
de signalisation complexe dont les éléments-clés sont les RhoGTPases. Cependant, ce réseau 
Ŷ͛est pas aĐtiǀĠ de ŵaŶiğƌe hoŵogğŶe daŶs la Đellule du fait d͛uŶe oƌgaŶisatioŶ iŶitiale 
diffĠƌeŶte des effeĐteuƌs et du ĐǇtosƋuelette aiŶsi Ƌue d͛uŶe aĐtiǀitĠ spatiale diffĠƌeŶte des GAP 
et GEF. De plus, cette activité subcellulaire est parfois biaisée par des interactions entre 
RhoGTPases elles-mêmes et par des signaux externes à la cellule. Par ailleurs, cette activité des 
RhoGTPases doit évoluer spatialeŵeŶt daŶs la Đellule au Đouƌs du teŵps pouƌ suiǀƌe l͛ĠǀolutioŶ 
spatiale des signaux biochimiques extérieurs. 
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1.2.3   Observation des RhoGTPases 
Un élément-clé limitant une meilleur compréhension de l͛iŶtĠgƌatioŶ des ‘hoGTPases daŶs 
la migration cellulaire était l͛iŵpossiďilitĠ d͛eŶ oďseƌǀeƌ la loĐalisatioŶ et l͛aĐtiǀitĠ au Đouƌs du 
temps. Une surexpression des RhoGTPases, elles-mêmes, dans les cellules, ne permet pas une 
bonne visualisation de leur activité. En effet, à un instant donné, 50 à 90 pourcent des 
RhoGTPases sont inactives dans les cellules en migration (47), Đe Ƌui sigŶifie Ƌu͛il Ŷ͛est pas 
possible de diffĠƌeŶĐieƌ le sigŶal d͛iŶtĠƌġt - la localisation des RhoGTPases actives - du bruit - les 
RhoGTPases inactives. Des méthodes ont donc été développées pour surmonter ces difficultés 
et observer uniquement ces protéines dans leur état actif. 
Sondes d’activité des RhoGTPases 
La première technique développée consiste à Đoupleƌ les doŵaiŶes d͛iŶteƌaĐtioŶs de 
certains effecteurs des RhoGTPases à des fluoƌophoƌes. L͛activité des RhoGTPases est alors 
révélée par le recrutement local de ces protéines (Figure 1-19, aͿ. Ce sǇstğŵe Ŷ͛est ĐepeŶdaŶt 
pas parfait. Si les cellules expriment plus d͛effeĐteuƌs fluorescents que les RhoGTPases ne 
peuvent en recruter alors le signal Ŷ͛est pas distiŶguaďle du bruit. De plus, si un grand nombre 
de Đes doŵaiŶes d͛iŶteƌaĐtioŶ est eǆpƌiŵĠ paƌ les Đellules, Đela peut titrer les RhoGTPases et 
diŵiŶueƌ la ƋuaŶtitĠ d͛effeĐteuƌs eŶdogğŶes aĐtiǀĠs ce qui modifie le phénotype cellulaire 
global. 
 
Figure 1-19 : Sondes d͛aĐtiǀitĠ des RhoGTPases. (a) Effecteur fluorescent des RhoGTPases. (b) Sonde de FRET 
pour l͛oďseƌǀatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ des RhoGTPases. Figure adaptée de (48). 
Depuis, une autre stratégie a été développée qui augmente de manière significative le 
ƌappoƌt sigŶal suƌ ďƌuit de la ŵesuƌe d͛aĐtiǀitĠ des RhoGTPases (Figure 1-19, b). Cette technique 
est basée sur des techniques de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) (49). Lorsque la 
protéine fluorescente CFP est éclairée (Cyan Fluorescente Protein) avec une lumière de longueur 
d͛oŶde pƌoĐhe de 430 nm, elle émet de la lumière autour de 470 nm. Cette émission est 
suffisante pour exciter les protéines YFP (Yellow Fluorescent Protein) à proximité qui émettent 
alors de la lumière autour de 530 nm, et cela avec une probabilité d͛autaŶt plus gƌaŶde Ƌue Đes 
protéines sont proches spatialement (50).  
26 Chapitre 1.   Introduction 
La teĐhŶiƋue dĠǀeloppĠe ĐoŶsiste eŶ la ĐƌĠatioŶ d͛uŶe pƌotĠiŶe de fusioŶ eŶtƌe uŶe 
RhoGTPase et le doŵaiŶe d͛iŶteƌaĐtioŶ d͛un de ses effecteurs. A chaque extrémité de cette 
protéine est fixé une des deux protéines du couple de FRET. Lorsque RhoA (Figure 1-19) devient 
actif, il interagit aǀeĐ le doŵaiŶe d͛iŶteƌaĐtioŶ de ‘hotekiŶe ;‘BDͿ, uŶ des effeĐteuƌs de ‘hoA. 
Lors de cette interaction, les deux extrémités de la protéine seront plus proches et le signal de 
FRET augmente ce qui est observable sur un microscope. Dğs loƌs, l͛aĐtiǀitĠ des ‘hoGTPases est 
observable dans les cellules, sans être gêné par les RhoGTPases non actives. De plus, 
l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe ‘BD et ‘hoA aǇaŶt uŶe faiďle duƌĠe de ǀie, il est possible de suivre les 
réorganisations spatiales de RhoA au cours du temps. 
Polarité des RhoGTPases 
Les caractéristiques spatiotemporelles du signal RhoA ont été déterminées à partir de ce 
tǇpe d͛oďseƌǀatioŶ (Figure 1-20). Dans le cas de la migration de fibroblaste sur fibronectine, 
cette RhoGTPase Ŷ͛est pas uŶiƋueŵeŶt pƌĠseŶte à l͛aƌƌiğƌe de la Đellule pouƌ gĠŶĠƌeƌ de la 
rétraction. Elle est aĐtiǀĠe daŶs d͛autƌes ĐoŶteǆtes Đellulaiƌes tels Ƌue lors de la formation de 
protrusions, lors de la formation de vésicules de macro-pinocytose et lors de la rétraction de 
vague de membrane (Figure 1-20). 
 
Figure 1-20 : Localisation de RhoA-GTP dans des fibroblastes. Cette protéine est observée dans les protrusion 
;aͿ, au Ŷiǀeau des zoŶes de ƌĠtƌaĐtioŶ à l͛aƌƌiğƌe de la Đellule ;ďͿ, au Ŷiǀeau de ŵaĐƌo ǀĠsiĐules ;ĐͿ aiŶsi Ƌu͛au Ŷiǀeau 
de la rétraction de protrusion (d). Figure adaptée de (48). 
Par ailleurs, il est possible de quantifier l͛aĐtiǀitĠ des RhoGTPases au cours du temps le long 
du bord de la cellule. Cependant, une seule RhoGTPase est observable à la fois. La définition 
d͛uŶe ƌĠfĠƌeŶĐe teŵpoƌelle est donc nécessaire pour comparer les activités des différentes 
RhoGTPases entre elles. Cette référence peut être, par exemple, le phénomène de 
protrusion/rétraction des membranes. La corrélation de cette activité le long du bord de la 
Đellule à l͛aĐtiǀitĠ de RhoGTPase présente uŶ patƌoŶ d͛interaction précis (Figure 1-21, d). Il a été 
ainsi déterminé que, dans le cadre des protrusions, il existe un délai de 40 secondes entre le 
signal de Rac1/CdĐϰϮ et l͛aĐtiǀitĠ de ‘hoA. De plus, Đes sigŶauǆ sont anticorrélés ce qui pourrait 
être expliqué par une inhibition de RhoA par Rac1 par exemple.  
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Figure 1-21 CoƌƌĠlatioŶs de l͛aĐtiǀitĠ des RhoGTPases. ;aͿ Iŵage DIC d͛uŶe Đellule déposée sur une lamelle. (b, 
c) Patrons d͛aĐtiǀitĠ de RhoA (b) et du mouvement de la membrane (c) suƌ le ďoƌd d͛uŶe Đellule au cours du temps. 
(d) Corrélation entre activité de RhoA et vitesse de la membrane. (e) Moyenne des corrélations RhoA/vitesse des 
protrusions. (f) Schéma représentant l͛aĐtiǀitĠ des diffĠƌeŶtes RhoGTPases au bord de la membrane en fonction des 
phases de protrusion et de rétraction. Figure adaptée de (51). 
D͛apƌğs les auteuƌs de Đet article (51), le rôle de RhoA dans ce système pourrait être de 
polǇŵĠƌiseƌ de l͛aĐtiŶe ǀia les foƌŵiŶes et de ƌĠoƌieŶteƌ loĐaleŵeŶt les ŵiĐƌotuďules Đe Ƌui 
permettrait alors un enrichissement actif en Rac1. Dans ces expériences, il a été observé que 
RhoA est localisée aux bords de la membrane dans une région de 2 µm d͛Ġpaisseuƌ aloƌs Ƌue 
Rac1 et Cdc42 sont plus en retrait par rapport aux bords de celle-ci. La localisation de ces deux 
RhoGTPases pourrait ġtƌe utile à la ŵatuƌatioŶ des poiŶts foĐauǆ d͛adhĠsioŶ nécessaires à la 
migration cellulaire. 
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1.2.4   Contrôle de la polarité cellulaire 
Comme nous venons de le voir, la polaƌitĠ Đellulaiƌe est dĠpeŶdaŶte de l͛aĐtiǀitĠ des 
RhoGTPases et de l͛oƌgaŶisatioŶ iŶteƌŶe de la cellule. Le développement des sondes de FRET a 
ƌĠǀĠlĠ la dǇŶaŵiƋue de l͛aĐtiǀitĠ des ‘hoGTPases et ŵoŶtƌĠ aiŶsi la ĐoŵpleǆitĠ des ŵĠĐaŶisŵes 
dans lesquels sont impliquées RhoA, Rac1 et Cdc42. Les nouveaux enjeux dans ce domaine de 
recherche est le développement de méthodes simples et reproductibles pour contrôler l͛aĐtiǀitĠ 
de ces RhoGTPases dans le but de comprendre leurs régulations précises. 
Micropatrons 
Une des techniques développée récemment se base sur la faculté des cellules à réguler 
l͛aĐtiǀité des RhoGTPases en fonction des caractéristiques du substrat (52). Le principe de cette 
technique est de faďƌiƋueƌ des laŵelles ƌeĐouǀeƌtes d͛uŶ polǇŵğƌe empêchant les adhésions 
partout, sauf sur des zones où a été greffée de la fibronectine. Sur une lamelle, il est possible de 
créer des milliers de ces zones à la géométrie parfaitement contrôlée (patrons) en parallèle. 
Lorsque des cellules sont déposées dessus, elles s͛Ġtalent pour prendre une forme contrainte 
par la répartition de la fibronectine. Ce sont alors les contraintes mécaniques créées par la 
forme des patrons et par la rigidité du substrat qui sont intégrées par la cellule pour générer 
une organisation spatiale spécifique (53)(54). Par exemple, une cellule sur un patron de type 
arbalète (Figure 1-22, a) crée de manière reproductible une polarité avant/arrière (Figure 1-22, 
b-f). 
 
Figure 1-22 : Polarité d͛uŶe Đellule suƌ patƌoŶ aƌďalğte. ;aͿ PatƌoŶ de fiďƌoŶeĐtiŶe de foƌŵe aƌďalğte. ;ď-e) 
Iŵage d͛uŶe Đellule suƌ Đe patron en contraste de phase (b) et fluorescence de l͛aĐtiŶe ĐoƌtiĐale ;ĐͿ, des points 
foĐauǆ d͛adhĠsioŶ ;dͿ et de l͛aĐtiŶe filaŵeŶteuse (e). (f) Image de fluorescence moyennée sur approximativement 
soixante-quinze cellules pour chaque composant de l͛oƌgaŶisation cellulaire. EŶ ƌouge, l͛aĐtiŶe ĐoƌtiĐale et le Golgi, 
eŶ ďleu le ŶoǇau et eŶ ǀeƌt l͛aĐtiŶe filaŵeŶteuse. Figure adaptée de (55). 
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Ces expériences montrent la localisation de plusieurs signaux de fluorescence relatifs à 
l͛aĐtiŶe filaŵeŶteuse, l͛aĐtiŶe ĐoƌtiĐale et les poiŶts foĐauǆ d͛adhĠsioŶ par exemple. Ces 
observations, effectuées en parallèle sur des dizaines de cellules ayant un phénotype très 
proche, donnent une carte de leur organisation moyenne. Ainsi, l͛aĐtiŶe ĐoƌtiĐale est concentrée 
à l͛aǀaŶt et à l͛aƌƌiğƌe des Đellules, les bords non adhérents étant eux enrichis en fibres de stress 
s͛appuyaŶt suƌ des zoŶes ƌiĐhes eŶ poiŶts foĐauǆ d͛adhĠsioŶ. Cette structure contraint 
également l͛oƌgaŶisation des microtubules, du noyau et du Golgi de la même manière que ce 
qui a pu être rapporté pour des cellules en migration (56)(57)(27). 
L͛utilisatioŶ de micropatrons est une méthode intéressante pour contrôler la polarité 
cellulaire. CepeŶdaŶt, ďieŶ Ƌu͛il ĐoŵŵeŶĐe à ġtƌe dĠǀeloppĠ des patƌoŶs doŶt la forme est 
modifiable au cours du temps (58), elle reste très statiƋue et Ŷe peƌŵet pas l͛oďseƌǀatioŶ de la 
réorganisation des effecteurs des RhoGTPases. Le deuxième problème de cette approche est 
Ƌue les ‘hoGTPases Ŷe soŶt pas aĐtiǀĠes diƌeĐteŵeŶt ŵais paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe de pƌotĠiŶes eŶ 
amont dans les réseaux de signalisation. 
Microfluidique 
Les cellules étant sensibles à leur environnement, elles peuvent se diriger selon des 
gradients de molécules par des processus de chimiotaxie. En couplant la microfluidique et le 
chimiotactisme, il est possible de forcer la migration cellulaire (59) sur un grand nombre de 
cellules en parallèle et ce dans une direction donnée. Ce tǇpe d͛appƌoĐhe ĐƌĠe uŶe aĐtiǀatioŶ 
asymétrique de récepteurs membranaires qui est intégrée à l͛ĠĐhelle de la Đellule pouƌ ƌĠguleƌ 
l͛aĐtiǀitĠ des RhoGTPases.  
Il a été récemment publié (60) la possibilité de foƌĐeƌ la polaƌisatioŶ d͛uŶe Đellule eŶ Đouƌt-
circuitant l͛aĐtiǀitĠ des récepteurs externes et en contrôlant directemeŶt l͛aĐtiǀité de Rac1. Les 
cellules de cette étude expriment initialement deux protéines : FRB (61) à la membrane et FKBP 
dans le cytoplasme. Lors de l͛ajout de la ŵolĠĐule ‘apaŵiĐǇŶe ;‘apͿ, uŶ Đoŵpleǆe eŶtƌe Đes 
deux protéines se forme (Figure 1-23). 
 
Figure 1-23 : Système FKBP/FRB pour forcer la migration cellulaire paƌ l͛aĐtiǀatioŶ loĐale de ‘aĐϭ. ;aͿ SĐhĠŵa 
de pƌiŶĐipe du ƌeĐƌuteŵeŶt à la ŵeŵďƌaŶe de TIAMϭ et de l͛aĐtiǀatioŶ de ‘aĐϭ eŶ pƌĠseŶĐe de ‘ap. ;ďͿ PhĠŶotǇpe 
oďseƌǀĠ eŶ pƌĠseŶĐe d͛uŶ gƌadieŶt de ‘ap daŶs des ĐaŶauǆ microfluidiques. Le temps exprimé sur (b) est en minute 
après le début de la création du gradient. Figure adaptée de (60) 
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La protéine FKBP, fusionnée à un activateur de Rac1 (la GEF Tiam1), est recrutée à la 
membrane en présence de Rap et active Rac1. Lorsque ces cellules sont placées dans des 
canaux microfluidiques et soumises à des gradients de Rap, des gradients intracellulaires de 
Tiam1 sont formés et Rac1 est activé localement. Le ĐoŶtƌôle diƌeĐt de l͛aĐtiǀitĠ de ‘aĐϭ 
entraîne alors la formation de protrusions et une migration des cellules dans la direction du 
gradient, dans un délai d͛uŶe heure et demi environ. 
Cette méthode a démontré la possibilité de contrôler la migration de cellules par le 
contrôle direct de Rac1. Elle présente cependant trois inconvénients principaux. Elle ne permet 
de créer qu͛un seul axe de polarité, seloŶ l͛aǆe des ĐaŶauǆ ŵiĐƌofluidiƋues. Il est donc 
impossible, par exemple, de regarder la compétition entre deux perturbations perpendiculaires. 
Par ailleurs, le système est très limité par la dynamique de dimérisation/dissociation du 
complexe FRB-FKBP, beaucoup plus lente que les 1 à 2 minutes relatives aux oscillations 
d͛aĐtiǀitĠ des RhoGTPases. EŶfiŶ, il Ŷ͛a pas ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ avec ce système la possibilité de 
contrôler précisément le niveau de recrutement de Tiam1 et donc de RhoGTPases activées. 
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1.3   Contrôle optogénétique de l’activité cellulaire  
Comme il a été mis en avant à l͛aide de soŶdes de fluoƌesĐeŶĐe, la polarité des cellules en 
migration dépend de l͛aĐtiǀitĠ asǇŵĠtƌiƋue des ‘hoGTPases. Cette aĐtiǀitĠ et l͛oƌgaŶisatioŶ Ƌui 
en découle sont désormais contrôlables par les scientifiques, cependant ces techniques de 
micropatron et de microfluidique ont des caractéristiques ne permettant pas d͛Ġtudieƌ en détail 
les processus dynamiques en jeu.  
Pour pallier aux difficultés énoncées, les chercheurs ont dû développer un outil permettant 
d͛activer les RhoGTPases directement et ce avec des caractéristiques spatiotemporelles 
comparables à celles observées ex vivo/in vivo avec les rapporteurs de FRET. Cela semble 
désormais possiďle à l͛aide d͛outils optogĠŶĠtiƋues (62), techniques développées initialement 
dans le cadre de la Neurobiologie mais qui ont évolué pour répondre aux exigences liées au 
contrôle de l͛aĐtiǀitĠ de ‘aĐϭ, CdĐϰϮ et ‘hoA. 
1.3.1   Contrôle optogénétique de l’activité de récepteurs 
membranaires 
L͛idĠe du ĐoŶtƌôle de l͛aĐtiǀitĠ de ƌĠseauǆ de sigŶalisation par la lumière est née de 
l͛oďseƌǀatioŶ Ƌue ĐeƌtaiŶs oƌgaŶisŵes, en particulier l͛algue Chlamydomonas Reinhardtii, se 
comportent différemment selon l͛aďseŶĐe où la pƌĠseŶĐe de luŵiğƌe ;Figure 1-24). 
 
Figure 1-24 : Chlamydomonas Reinhardtii et son interaction avec la lumière. (a) Image de microscopie 
électronique de ces algues. Elles possèdent une région photosensible mise en avant par la zone rouge en (b). (a, b) 
Source : Google iŵage. ;ĐͿ SĐhĠŵa de l͛effet de la luŵiğƌe suƌ les canaux ioniques photosensibles de cette algue. (d) 
Images extraites d͛uŶ filŵ ŵoŶtƌaŶt la ƌĠoƌgaŶisatioŶ spatiale de Đes algues daŶs uŶe ďoite de pétri, de la lumière 
étant envoyée de la gauche. Images extraites d͛uŶe ǀidĠo hébergée sur le site du journal Nature. 
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Un récepteur membranaire de cette algue a la capacité de changer de conformation sous 
l͛aĐtioŶ de luŵiğƌe (Figure 1-24, c). Ce changement de conformation entraîne l͛ouǀeƌtuƌe de Đe 
canal ionique ce qui force l͛eŶtƌĠe de pƌotoŶs dans certaines cellules de cet organisme. Les 
protons activent alors des moteurs moléculaires contrôlant l͛aĐtiǀitĠ de Đette algue, Đe Ƌui en 
modifie la mobilité (Figure 1-24, d). 
Ces eǆpĠƌieŶĐes soŶt à l͛oƌigiŶe d͛uŶ Ŷouǀeau doŵaiŶe de la biologie : l͛optogĠŶĠtiƋue - le 
terme étant relatif à l͛utilisatioŶ de la luŵiğƌe ;opto) sur des protéines photosensibles 
exprimées directement par les cellules (génétique). L͛iŶtĠƌġt de Đette teĐhŶiƋue est Ƌu͛à paƌtiƌ 
du moment où les cellules expriment ces protéines photosensibles, il Ŷ͛Ǉ a plus de ŵodifiĐatioŶ 
à apporter Đoŵŵe l͛ajout de dƌogue ou la ŵodifiĐatioŶ du suďstƌat. Par ailleurs, elle est non 
invasive puisque basée sur l͛utilisatioŶ de luŵiğƌe, ce qui (en restant à des puissances 
lumineuses faibles) ne dégrade pas les cellules au contraire des autres techniques existantes 
telles Ƌue l͛utilisatioŶ d͛ĠleĐtƌodes ŵĠtalliƋues eŶ Neurobiologie. 
Certaines de ces protéines photosensibles ont été modifiées génétiquement pour contrôler 
la dĠĐhaƌge de poteŶtiel d͛aĐtioŶ daŶs les Ŷeurones. Les cellules qui les expriment déclenchent 
ainsi des poteŶtiels d͛aĐtioŶ loƌsƋu͛ils soŶt souŵis à de la luŵiğƌe (Figure 1-25, b) (63). De la 
même manière, en utilisant des protéines aux propriétés proches, il est possible au contraire de 
ďloƋueƌ l͛aĐtiǀitĠ de ŶeuƌoŶes en les illuminant (64). 
 
Figure 1-25 : PƌiŶĐipe de l͛optogĠŶĠtiƋue. CoŶtƌôle de l͛aĐtiǀitĠ de dĠĐhaƌge de ŶeuƌoŶe à l͛aide d͛ĠleĐtƌode ;aͿ 
ou en éclairant les neurones avec de la lumière (b). Seuls les neurones ayant intégré le système optogénétique 
déchargent leuƌs poteŶtiels d͛aĐtioŶ. ;ĐͿ Iŵage d͛uŶe souƌis aǇaŶt iŶĐoƌpoƌĠ daŶs soŶ sǇstğme neuronal un système 
optogénétique. Ce système est aĐtiǀĠ paƌ l͛eŶǀoie de luŵiğƌe à tƌaǀeƌs uŶe fiďƌe optiƋue iŵplaŶtĠe daŶs soŶ ĐƌâŶe. 
Figure adaptée de (64) et (65). 
En mettant la production de ces protéines sous le contrôle de promoteurs liés aux 
ŶeuƌoŶes iŵplaŶtĠs daŶs l͛aiƌe du ŵouǀeŵeŶt du Đeƌǀeau de souris, il est possible d͛en 
contrôler le comportement (Figure 1-25). Elles se mettent ainsi à courir lorsque que leur 
cerveau est soumis à de la lumière. Ces protéines contrôlent donc l͛aĐtiǀitĠ Đellulaiƌe à l͛ĠĐhelle 
d͛uŶe Đellule daŶs uŶ gƌoupe de Đellules aǀeĐ uŶe ƌĠsolutioŶ teŵpoƌelle de l͛oƌdƌe de la 
seconde, limitée principalement par les propriétés spatiotemporelles de la protéine 
photosensible et du dispositif de microscopie utilisés. CouplĠes à l͛oďseƌǀatioŶ eŶ teŵps réel 
des dĠĐhaƌges de poteŶtiels d͛aĐtioŶ, grâce à des sondes de fluorescence ou des électrodes, 
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elles peƌŵetteŶt d͛oďseƌǀeƌ la tƌaŶsduĐtioŶ des sigŶauǆ ĠleĐtƌiƋues le loŶg des ƌĠseauǆ 
neuronaux. 
1.3.2   Contrôle de l’activité cellulaire par la lumière 
Ces expériences de Neurobiologie ont mis en avant les possibilités de tels systèmes sous le 
contrôle de la lumière. Il a donc été recherché, parmi les organismes connus, des protéines 
photosensibles dans le but de contrôler les réseaux de signalisation impliqués dans la migration 
cellulaire. 
Principe théorique 
Deux stratégies principales ont été eŶǀisagĠes pouƌ ĐoŶtƌôleƌ l͛aĐtiǀitĠ de pƌotĠiŶes daŶs 
les cellules (66). La première approche concerne, comme en Neurobiologie, l͛utilisatioŶ de 
pƌotĠiŶes doŶt l͛aĐtiǀitĠ est diƌeĐteŵeŶt dĠpeŶdante de la présence de lumière. Dans ce cas, 
lorsque ces protéines sont éclairées, elles changent de conformation et leur site actif devient 
accessible (Figure 1-26, a). 
 
Figure 1-26 : Outils optogénétiques. (a) Schéma de l͛iŶteƌaĐtioŶ avec la lumière d͛uŶe pƌotĠiŶe ;eŶ ďleueͿ sous 
le ĐoŶtƌôle d͛uŶ doŵaiŶe photoseŶsiďle ;eŶ ǀeƌtͿ. ;ďͿ SĐhĠŵa du ĐoŶtƌôle paƌ la luŵiğƌe du ƌeĐƌuteŵeŶt d͛uŶe 
pƌotĠiŶe d͛intérêt (en bleu) à la membrane grâĐe à la foƌŵatioŶ d͛uŶ diŵğƌe ;eŶ ǀeƌtͿ. Figure adaptée de la review 
(66). 
La deuxième approche est basée suƌ la ĐapaĐitĠ d͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe deux protéines, l͛une 
photoseŶsiďle et l͛autƌe pas. En présence de lumière, la conformation de la première protéine 
change, ce qui autorise son interaction avec la deuxième. Si la protéine photosensible est 
loĐalisĠe au Ŷiǀeau d͛uŶe stƌuĐtuƌe spĠĐifiƋue daŶs la Đellule, cela recrute son partenaire au 
ŵġŵe eŶdƌoit. Ce paƌteŶaiƌe Ŷe possğde pas d͛aĐtiǀitĠ de sigŶalisatioŶ paƌ lui-même mais, 
ĐouplĠ à uŶe pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt et illuminé par la lumière, il en change la localisation et rend 
possible son interaction avec les protéines environnantes (Figure 1-26, b). 
Un inconvénient de ces méthodes est lié à la diffusion des protéines. Après avoir envoyé de 
la lumière localement dans une cellule, les protéines activées diffusent dans celle-ci et 
élargissent la zoŶe d͛aĐtiǀitĠ. Ce phĠŶoŵğŶe peut ġtƌe liŵitĠ daŶs le Đas de l͛utilisatioŶ de 
systèmes optogénétiques réversibles par la lumière. “i l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe Đes ŵolĠĐules est 
inhibée à d͛autƌes loŶgueuƌs d͛oŶde, envoyer de la lumière activatrice localement dans les 
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cellules et de la lumière désactivatrice partout ailleurs ƌestƌeiŶt l͛aĐtiǀatioŶ à la ƌĠgioŶ d͛iŶtĠƌġt 
(Figure 1-27). 
 
Figure 1-27 : DistƌiďutioŶ d͛aĐtiǀitĠ Đellulaiƌe eŶ foŶĐtioŶ de l͛illuŵiŶatioŶ. (a) EǆpĠƌieŶĐe d͛optogénétique où 
nous illuminons localement une cellule (en bleu), dont la réponse (en rouge) tient compte de phénomène de 
diffusion élargissant spatialement le sigŶal d͛eŶtƌĠe (en orange). Lorsque la désactivation du système est contrôlée 
par la lumière (b) des patrons d͛aĐtiǀitĠ beaucoup plus contraints spatialement sont générés. Figure adaptée de la 
review (66). 
Ces systèmes optogénétiques contrôlent la distƌiďutioŶ spatioteŵpoƌelle de l͛aĐtiǀitĠ de 
protéines et soŶt d͛autaŶt plus pƌĠĐis Ƌu͛ils soŶt seŶsiďles à la ƋuaŶtitĠ de luŵiğƌe eŶǀoǇĠe et 
Ƌu͛ils créent des aĐtiǀatioŶs à l͛ĠĐhelle suďĐellulaire. Ils permettent de tester, par exemple, la 
possiďilitĠ d͛aĐtiǀeƌ eŶ ŵġŵe teŵps une région possédant déjà une activité cellulaire et une 
autre de la même taille mais sans activité initiale (Figure 1-28). D͛autƌes paƌaŵğtƌes, tels que la 
durée de la perturbation, ainsi que son étendue spatiale, peuvent être testés pour étudier 
l͛iŵpoƌtaŶĐe ƌelatiǀe et la ĐoŵpĠtitioŶ de diffĠƌeŶts patƌoŶs d͛aĐtiǀatioŶ des RhoGTPases. 
 
Figure 1-28 : ‘ĠpoŶse Đellulaiƌe eŶ foŶĐtioŶ des ĐaƌaĐtĠƌistiƋues d͛illuŵiŶatioŶ. ;aͿ SĐhĠŵa d͛uŶe Đellule doŶt 
deux régions au contexte différent sont activées. ;ďͿ SĐhĠŵa de l͛iŶflueŶĐe thĠoƌiƋue suƌ l͛aĐtiǀitĠ de la Đellule du 
contexte cellulaire ainsi que de la duƌĠe, de l͛iŶteŶsitĠ et de l͛eǆteŶsioŶ du pulse de luŵiğƌe. 
Contrôle local de l’activité de Rac1 
Dans la nature, certaines protéines photosensibles régulent naturellement des voies de 
signalisation impliquées dans la migration cellulaire. Par exemple, envoyer de la lumière sur des 
protéines de la famille des opsines modifie leur activité. Dans leur état actif, ces molécules 
activent localement la voie de signalisation impliquant PI3K qui régule la quantité du 
phosphoinositide   ሺ     ሻ   (PIP3) en fonction de la quantité de   ሺ   ሻ   (PIP2) et de PTEN 
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(67). A travers cette voie de signalisation, cette opsine entraîne l͛aĐtiǀatioŶ de ‘aĐϭ (Figure 1-29 
c). 
 
Figure 1-29: CoŶtƌôle de la ŵigƌatioŶ Đellulaiƌe paƌ aĐtiǀatioŶ d͛opsines. (a) Principe de l͛eǆpĠƌieŶĐe : la cellule 
est observée en entier et de la lumière est envoyée localement pour activer localement les opsines. (b) Observation 
du signal fluorescent de Akt-Ph-GFP, un effecteur de PIP3. (c) Schéma ƌĠsuŵĠ des ǀoies d͛iŶteƌaĐtioŶs iŵpliƋuaŶt le 
système optogénétique ainsi que PI3K, PIP3 et Rac1. Figure adaptée de (67). 
A partir de cette activation, des enrichissements en toutes les différentes protéines du 
réseau de signalisation, jusƋu͛à la polǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe, sont observés. De plus, cette 
perturbation locale, maintenue au cours du temps, génère de la migration cellulaire. 
Les chercheurs ayant réalisé ces expériences ont profité de la photosensibilité naturelle des 
opsines, cependant, toutes les voies de signalisation ne sont pas constituées de telles protéines. 
Pour ĐoŶtƌôleƌ l͛aĐtiǀitĠ d͛uŶe pƌotĠiŶe Ƌui Ŷe possğde auĐuŶe pƌopƌiĠtĠ d͛iŶteƌaĐtioŶ avec la 
lumière, il est possible, par exemple, de lui ajouter des éléments photosensibles qui bloquent 
soŶ site ĐatalǇtiƋue eŶ l͛aďseŶĐe de lumière (68). Il a aiŶsi ĠtĠ puďliĠ eŶ ϮϬϬϵ la ĐƌĠatioŶ d͛uŶe 
protéine Rac1 photoactivable (PA-rac)(Figure 1-30, a). 
En éclairant localement des cellules exprimant cette protéine, cela les active localement et 
crée des protrusions. En maintenant cette activité au cours du temps il a été observé que ce 
type de recrutement génère un mouvement global de la cellule (Figure 1-30, b, c). 
Cette technique active, de manière directe et locale, des RhoGTPases dans les cellules, sans 
intervenir sur le réseau de signalisation en amont, ce qui peut améliorer notre compréhension 
de la ŵaŶiğƌe doŶt l͛oƌgaŶisatioŶ Đellulaiƌe se ŵodifie au Đouƌs de la polaƌisatioŶ d͛uŶe Đellule. 
Elle possède cependant deux inconvénients principaux : l͛oďseƌǀatioŶ du Ŷoŵďƌe de pƌotĠiŶes 
actives Ŷ͛est pas possiďle et pouƌ aĐtiǀeƌ uŶe autƌe ‘hoGTPase Ƌue ‘aĐϭ, il faut eŶtiğƌeŵeŶt 
repeŶseƌ les pƌopƌiĠtĠs ďioĐhiŵiƋues du doŵaiŶe d͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ la luŵiğƌe. 
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Figure 1-30 : Principe et action de PA-Rac. (a) Schéma de la protéine Rac1 photoactivable. En présence de 
lumière, le site actif de ‘aĐϭ deǀieŶt aĐĐessiďle et iŶteƌagit aǀeĐ ses effeĐteuƌs. ;ďͿ Iŵage DIC d͛uŶe Đellule daŶs 
laquelle est activée Rac1 localement (point jaune). (c) En maintenant la perturbation locale et en la déplaçant 
pendant que la cellule se déplace, il est possible de déplacer globalement une cellule comme résumé par le 
détourage de son contour avant (bleu)/après (rouge). Figure adaptée de (68). 
Recrutement local d’une protéine d’intérêt 
Les limites liées aux systèmes opsine et PA-rac sont contournables paƌ l͛utilisatioŶ de la 
deuxième approche présentée sur la Figure 1-26 : ƌeĐƌuteƌ uŶe pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt pour activer 
les RhoGTPases. Il existe désormais quatre systèmes différents fonctionnant sur cette base, tous 
forçant une protéine, initialement dans le cytoplasme, à se loĐaliseƌ au Ŷiǀeau d͛uŶe stƌuĐtuƌe 
précise de la cellule, le plus souvent la membrane plasmique (Figure 1-31 et Figure 1-32). Cette 
approche est intéressante car, en ajoutant à cette protéine un fluorophore, nous pouvons en 
observer le changement de localisation et en quantifier le nombre. 
 
Figure 1-31 : Systèmes optogénétiques pour ƌeĐƌuteƌ uŶe pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt. ;aͿ PƌiŶĐipe de ƌeĐƌuteŵeŶt 
optogénétique, adapté de (66). (b) Schéma du système PhytB/PIF6, adapté de (69). (c, d) Images adaptées de (70). 
(c) Schéma du système CRY2/CIBN. (d) Images de fluorescence du signal GFP lié à CIBN (gauche), au signal mCherry 
lié à CRY2 avant activation (au milieu) et après illumination globale avec de la lumière bleue (à droite). Barre 
d͛ĠĐhelle : 5 µm. 
Le premier système, PhyB/PIF6, publié en 2009 (Figure 1-31, b)(69) est constitué de la 
protéine Phytochrome B (PhyB) et de PIF6. Lorsque PhyB, dont la sensibilité à la lumière est 
aĐtiǀĠe paƌ l͛ajout d͛uŶe petite ŵolĠĐule (PCB), est illuminée par de la lumière à 650 nm, elle 
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change de conformation et se lie aux protéines PIF6 qui diffusent à proximité. PIF6 et les 
protéines qui y sont attachées sont donc recrutées là où PhyB est activée. Il est possible, par 
ailleurs, de forcer la dissociation des complexes PhyB/PIF6 créés en envoyant de la lumière de 
loŶgueuƌ d͛oŶde ϳϱϬ Ŷŵ. 
En 2010 a été publié un autre système, CRY2/CIBN (Figure 1-31, c)(70), constitué de deux 
protéines encodées génétiquement : CRY2-mCherry et CIBN-GFP. CRY2 est une protéine de type 
cryptochrome qui a la particularité de changer de conformatioŶ loƌsƋu͛elle est illuminée par de 
la lumière bleue. A la protéine CIBN-GFP a été couplée une molécule hydrophobe forçant sa 
localisation à la membrane (Figure 1-31, d, gauche). Lorsqu͛une cellule exprimant ces deux 
protéines est éclairée par de la lumière à 488 nm, les CRY2-mCherry cytoplasmiques changent 
de conformation et se fixent aux CIBN à la membrane (Figure 1-31, d, milieu, droite). Ce système 
reste stable pendant une durée caractéristique de l'ordre de 3 minutes puis se dissocie. 
Contrairement au système PhyB/PIF6, ce système ne nécessite pas l'ajout d͛uŶ tƌoisiğŵe 
composant pour être actif.  
Le troisième système, TULIPs, publié en 2012 (71) fonctionne sur le même principe que le 
précédent. La protéine photosensible LOVp est localisée à la membrane et la protéine ePDZ est 
initialement dans le cytoplasme. Lorsque LOVp est éclairée par un rayonnement de longueur 
d͛oŶde iŶfĠƌieuƌe à ϱϬϬ nm, elle interagit avec ePDZ. Le tǇpe d͛iŶteƌaĐtioŶ gĠŶĠƌĠ Ŷ͛est pas 
identique au système précédent. Dans ce cas, les deux protéines interagissent de manière 
dǇŶaŵiƋue aǀeĐ uŶ tauǆ d͛assoĐiatioŶ et de dissoĐiatioŶ, le recrutement final étant un équilibre 
entre ces deux processus. Différents mutants de ces protéines ont été caractérisés permettant 
de changer ces constantes cinétiques et choisir le couple le plus adapté à la dynamique de la 
question biologique adressée (Figure 1-32, a). 
 
Figure 1-32 : (a) Schéma du système TULIPs adapté de (71) et du système Dronpa (b) adapté de (72) 
Le dernier système optogénétique à avoir été publié se base sur l'utilisation de la protéine 
fluorescente Dronpa (72). Cette protéine forme un quadrimère lorsqu͛elle est éclairée avec de la 
lumière à 390 nm qui se dissocie lorsqu͛il est éclairé à 490 nm. En exprimant en parallèle des 
monomères de cette protéine à la membrane et ce même monomère fusionné à une protéine 
d͛iŶtĠƌġt daŶs le ĐǇtoplasŵe, il est possible de recruter cette protéine à la membrane (Figure 
1-32, b). 
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Ces différents systèmes possèdent chacun leurs spécificités mais semblent tous être 
efficaces pour recruter une protéine cytoplasmique à la membrane. En pratique, tous ne sont 
pas ĠǀideŶt d͛utilisatioŶ et Ŷous spĠĐifieƌoŶs les ƌaisoŶs Ƌui Ŷous oŶt poussĠ à utiliseƌ le 
système CRY2/CIBN. 
Contrôle local de réseaux de signalisation 
Ces systèmes, en particulier PhytB/PIF6, ont déjà été utilisés pour contrôler différents 
réseaux de signalisation, et peƌŵis paƌ eǆeŵple d͛activer les RhoGTPases Cdc42 et Rac1, en 
recrutant localement les domaines DHPH de leurs GEF respectives (Figure 1-33)(32). 
 
Figure 1-33 : Pƌeuǀe de pƌiŶĐipe de l͛aĐtiǀatioŶ locale de Rac1 et Cdc42. Figure adaptée de (69). (a) 
Recrutement local de Tiam1 et quantification de la ĐƌĠatioŶ d͛uŶe pƌotƌusioŶ de ŵeŵďƌaŶe. (b) Recrutement local 
de ITSN et ƋuaŶtifiĐatioŶ d͛uŶ effeĐteuƌ de CdĐϰϮ : le doŵaiŶe d͛iŶteƌaĐtioŶ de WASP. Baƌƌes d͛ĠĐhelle : 20 µm. 
Dans le cas du recrutement local de Tiam1 (73) et de l͛aĐtiǀatioŶ de ‘aĐϭ, les auteuƌs oŶt 
rapporté avoir réussi à former une protrusion de membrane. Cette perturbation locale ne 
semblait pas induire de modification globale de la polarité de la cellule. De plus, ils ont 
démontré que le recrutement local de ITSN (74) recrute à cette même localisation un des 
effecteurs de Cdc42, ce qui confirme que Cdc42 est activé localement. 
Depuis, l͛utilisatioŶ de PhyB/PIF6 a été complétée par un contrôle précis de la quantité de 
protéines recrutées, grâce à l'observation du signal fluorescent de PIF6-YFP. Il est possible de 
contrôler cette quantité au cours du temps et de la faire suivre un patron défini à l'aide de 
boucle de rétroaction et d'un contrôle dynamique de la quantité de lumière envoyée (75). Pour 
aller plus loin, les auteurs de cet article ont même mis sous contrôle de la boucle de rétroaction 
la quantité de PIP3, un effecteur de la voie de signalisation impliquant PI3K (Figure 1-34). 
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Figure 1-34 Principe du contrôle du Ŷiǀeau d͛uŶ effeĐteuƌ par boucle de rétroaction. (a) Schéma du système 
PhyB/PIFϲ assoĐiĠ au ƌeĐƌuteŵeŶt de PIϯK et à l͛oďseƌǀatioŶ de la ƋuaŶtitĠ de PIPϯ. ;ďͿ PƌiŶĐipe de la ďouĐle de 
ƌĠtƌoaĐtioŶ suƌ la ƋuaŶtitĠ de PIPϯ à paƌtiƌ du ĐoŶtƌôle de l͛illuŵiŶatioŶ. ;ĐͿ Evolution temporelle de PIP3 au cours du 
teŵps aǀeĐ l͛ajout de sérum au temps 400 secondes. EŶ l͛aďseŶĐe ;poiŶtillĠ ďleuͿ et eŶ pƌĠseŶĐe ;tƌait pleiŶ ďleu) de 
rétroaction, la ƌĠpoŶse Ŷ͛est pas la ŵġŵe. Trait plein rouge, signal lumineux nécessaire  à la rétroaction. Images 
adaptées de (75). 
En observant, au cours du temps, l͛ĠǀolutioŶ de la ƋuaŶtitĠ de PIPϯ, il est possiďle de 
ŵodifieƌ l͛illuŵiŶatioŶ afin de conserver cette quantité constante. De cette manière, il est 
même possible de conserver ce niveau constant dans des cellules NIH/3T3, malgré des 
ĐhaŶgeŵeŶts de l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt comme lors de l͛ajout de sĠƌuŵ dans le milieu de culture par 
exemple. 
Depuis, le système CRY2/CIBN a également ĠtĠ utilisĠ pouƌ ĐoŶtƌôleƌ l͛aĐtiǀitĠ loĐale d͛uŶ 
réseau de signalisation (76), comme dans le cas de la localisation d͛uŶe ϱ-phosphatase dans des 
cellules COS-7, entrainant la déphosphorylatition de PIP2 et de PIP3 et ce de manière réversible. 
De plus, ce système peut mettre l͛eǆpƌessioŶ de gğŶes sous le contrôle de la lumière (77) et 
forcer la localisation cytoplasmique de protéines initialement membranaires (78). 
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La polarité cellulaire est dĠfiŶie paƌ uŶe asǇŵĠtƌie ƋuaŶt à la loĐalisatioŶ ou l͛aĐtiǀitĠ de 
protéines Đoŵŵe daŶs le Đas des ‘hoGTPases suƌ l͛eǆeŵple de la migration cellulaire. L͛Ġtape 
suivante, apƌğs l͛oďseƌǀatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de celles-ci, pour mieux comprendre leur implication, 
est le contrôle spatioteŵpoƌel de leuƌs pƌofils d͛aĐtiǀitĠ. De plus, pour que les informations 
obtenues soient les plus pertinentes possibles, il faut créer des perturbations similaires à celles 
endogènes, Đ͛est-à-dire, activer les RhoGTPases à l͛ĠĐhelle suďĐellulaiƌe ;de l͛oƌdƌe de ƋuelƋues 
ŵiĐƌoŵğtƌesͿ et de ŵaŶiğƌe ƌĠǀeƌsiďle ;de l͛oƌdƌe de la ŵiŶuteͿ. 
Dans ce chapitre, nous allons présenter la prise en main du système optogénétique 
CRY2/CIBN (70). Nous verrons tout d͛aďoƌd les ƌaisoŶs du choix de ce système optogénétique 
ainsi que le dispositif de microscopie nécessaire à son utilisation. Nous aborderons ensuite les 
caractéristiques biophysiques des trois principaux processus associés à la distribution 
membranaire de CRY2 après activation : son recrutement, la diffusion membranaire et la 
dissociation du complexe. Cette caractérisation est indispensable pour comprendre les limites 
de ce système, relatives à la taille minimale des perturbations et à la quantité de protéines 
recrutées eŶ foŶĐtioŶ des paƌaŵğtƌes d͛illuŵiŶatioŶ. A la suite de Đela, Ŷous vérifierons 
expérimentalement que la distribution membranaire de CRY2 (niveau et étendue spatiale) est 
contrôlable précisément. 
L͛étude des paramètres de ce système valide la possiďilitĠ de l͛utiliser dans le contexte des 
contraintes spatiotemporelles inhérentes à l͛Ġtude de la polaƌitĠ peŶdaŶt la ŵigƌatioŶ Đellulaiƌe. 
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2.1   Dispositif expérimental d’optogénétique 
2.1.1   Système biologique 
Coŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs ǀu eŶ iŶtƌoduĐtioŶ ;Figure 1-31 et Figure 1-32), quatre systèmes 
optogénétiques principaux ont été développés au cours des cinq dernières années. Au début de 
cette thèse seuls deux existaient : le système PhyB/PIF6 (69) et le système CRY2/CIBN (70). Nous 
avons testé ces deux systèmes et comparé certaines de leurs caractéristiques.  
Choix du système optogénétique 
En théorie, le système PhyB/PIF6 (69) semble être parfait, malgré Ƌu͛il faille ajouter dans le 
ŵilieu de Đultuƌe la ŵolĠĐule PCB. EŶ effet, puisƋue les Ġtapes d͛assoĐiatioŶ et de dissoĐiatioŶ 
sont contrôlées par la lumière, il doit être possible de créer des localisations membranaires de 
PhyB précises spatialement et temporellement. Dans les faits, ce système Ŷ͛est pas ĠǀideŶt 
d͛utilisatioŶ pouƌ uŶe ƌaisoŶ ďiologiƋue iŵpoƌtaŶte : il est très mal exprimé par les cellules. 
Jared Toettcher, un des auteuƌs de l͛aƌtiĐle (69), nous a depuis confirmé que ces deux plasmides 
sont difficiles à transfecter et Ƌu͛il vaut mieux les infecter dans les cellules. De plus, il nous a 
indiqué que le ratio entre le nombre de protéines membranaires et le nombre de protéines 
cytoplasmiques doit être calibré précisément car il joue un rôle très important quant à la bonne 
capacité de PIF6 à être recruté à la membrane.  
Nous avons, en parallèle, testĠ l͛eǆpƌessioŶ des plasmides du système CRY2/CIBN 
transfectés daŶs des Đellules HeLa. Elle s͛est aǀĠƌĠe être meilleure, ce qui nous a poussé 
initialement à regarder ses caractéristiques expérimentales. Cependant, à la différence de 
PhyB/PIF6, ce système possède deux éléments dont il faudra tenir compte par la suite : la 
protéine photosensible CRY2 est cytoplasmique et la dissociation du complexe CRY2/CIBN ne 
peut pas être forcée avec de la lumière. 
Depuis, nous avons aussi testé le système TULIPs (71), sans réussir à utiliser. 
Lignée et condition de culture cellulaire 
Tout au long de cette thèse - sauf si précisé - , les cellules que nous observons sont des 
cellules HeLa étalées sur des lamelles de verre, préalablement traitées avec une protéine de la 
matrice extra cellulaire (fibronectine) pour adhérer. AfiŶ d͛ġtƌe daŶs les ĐoŶditioŶs les plus 
physiologiques possibles, la chambre de microscopie est chauffée à 37°C et baigne dans une 
atmosphère humide contenant 5 pourcent de dioxyde de carbone (Figure 2-1). 
Les films que nous effectuons sur ces cellules sont réalisés en microscopie plein champ, en 
transmission avec de la lumière blanche ou bien en microscopie inversée avec de la 
fluoƌesĐeŶĐe. Du fait de la taille ĐaƌaĐtĠƌistiƋue des Đellules HeLa, de l͛oƌdƌe de la ĐiŶƋuaŶtaine 
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de micromètres, nous avons principalement utilisé des objectifs 60X qui, associés à la caméra, 
génèrent uŶ Đhaŵp de ǀue de l͛oƌdƌe d͛uŶe ĐeŶtaine de micromètres de côté ce qui permet de 
visualiser les cellules en entier. 
 
Figure 2-1 : Présentation du dispositif de microscopie utilisé. Gauche : l͛iŵageƌie eŶ TI‘F et la photoactivation 
sont couplés pour illuŵiŶeƌ l͛ĠĐhaŶtilloŶ. Un filtre infra-rouge est placé devant la lumière blanche pour ne pas 
photoactiver globalement les cellules. Droite : pour rester dans les conditions biologiques, la température et la 
teneur en COϮ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ soŶt ĐoŶtƌôlĠes. 
2.1.2   Dispositif de microscopie 
Avec l͛optogĠŶĠtiƋue, nous espérons créer des recrutements subcellulaires de protéines à 
la membrane des cellules et les quantifier. Pour ce faire, le microscope doit posséder les 
caractéristiques suivantes : il doit peƌŵettƌe d͛envoyer de la lumière localement dans les 
cellules et quantifier en même temps le recrutement membranaiƌe de la pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt. 
C͛est la ƌaisoŶ pouƌ laƋuelle Ŷous aǀoŶs utilisĠ au laďoƌatoiƌe uŶ dispositif de microscopie 
couplant une observation TIRF avec un module de FRAP. 
Les expériences présentées dans cette thèse ont été effectuées sur un microscope Olympus 
IX-71, dotĠ d͛oďjeĐtifs 60X et 100X ayant une grande ouverture numérique (1.43 et 1.45 
respectivement) conçus pour faire de la microscopie de fluorescence par réflexion totale - Total 
Internal Reflexion Fluorescence microscopy (TIRFm). Le principe de ce type de microscopie se 
base sur un microscope inversé de fluorescence. Des fluorophores sont excités par de la lumière 
incidente dont la loŶgueuƌ d͛oŶde a ĠtĠ sĠleĐtioŶŶĠe. Les protéines fluorescentes en se 
désexcitant émettent des photons de manière isotrope et la fluorescence est collectée sur la 
ĐaŵĠƌa pouƌ foƌŵeƌ l͛iŵage de fluoƌesĐeŶĐe. Le TI‘F ĐoŶsiste eŶ l͛eŶǀoie de la lumière 
d͛eǆĐitatioŶ des fluoƌophoƌes aǀeĐ uŶ aŶgle paƌ ƌappoƌt à l͛aǆe de la laŵelle, lumière dont une 
partie est transmise et l͛autre réfléchie. Lorsque cet angle devient supĠƌieuƌ à l͛aŶgle de 
réflexion totale pour une transition verre – eau, le faisceau lumineux est totalement réfléchi. 
Cependant, une onde évanescente se propage au-delà de la lamelle sur une distance dépendant 
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de l͛aŶgle d͛iŶĐideŶĐe et de la loŶgueuƌ d͛oŶde, Đette oŶde possĠdaŶt suffisaŵŵeŶt d͛ĠŶeƌgie 
pour activer les fluorophores proches de la lamelle. 
L͛iŶtĠƌġt de ce type de microscopie est sa résolution axiale. En effet, seules les protéines 
fluorescentes présentes dans une couche de 50 à 200 nm de distance par rapport à la lamelle 
vont être excitées, ce qui limite le bruit lié aux molécules cytoplasmiques au-delà de cette 
distance. De plus, cela limite le photoblanchiment global de la cellule. Lorsque nous comparons 
l͛iŵage d͛une cellule observée en microscopie inversée conventionnelle et l͛iŵage de Đette 
même cellule en microscopie TIRF, nous observons des détails membranaires dans le second cas 
(Figure 2-2, b) invisibles dans le premier (Figure 2-2, a) comme un recrutement asymétrique de 
protéine sur la moitié de la cellule. 
 
Figure 2-2 : Cellule HeLa transfectée avec une protéine dont la localisation est cytoplasmique et membranaire. 
(a) Image en épifluorescence du signal mCherry. (b) Signal TIRF de la même fluorescence. Nous observons sur (b) 
Ƌu͛il Ǉ a uŶe répartition non homogène de cette molécule à la membrane, moins visible sur l͛iŵage (a). 
Il a été publié (70) que pour générer le changement de conformation de la protéine CRY2, 
et sa localisation à la membrane, il faut envoyer de la lumière bleue. L͛oďseƌǀatioŶ d͛uŶ sigŶal 
GFP utilisaŶt uŶ laseƌ d͛eǆĐitatioŶ à ϰϵϭ Ŷŵ permet de créer ce recrutement membranaire. 
Cependant, nous souhaitons créer des localisations asymétriques de CRY2, il faut donc envoyer 
de la lumière localement sur la lamelle. Dans ce but, nous avons dĠĐidĠ d͛utiliseƌ uŶ ŵodule 
plus généralement utilisé pour faire des expériences de retour de fluorescence après 
photoblanchiment – Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP). Le système 
commercial dont nous disposons focalise un faisceau laser dans le plan focal oďjet de l͛oďjeĐtif, 
ce qui crée une localisation de lumière à 491 nm avec une résolution spatiale, dans ce plan, de 
l͛oƌdƌe de la loŶgueuƌ d͛oŶde - limitée par la diffraction. Pour illuminer des régions de taille 
supérieure, il suffit alors de scanner avec ce spot focalisé la région souhaitée. 
La durée des expériences présentées dans cette thèse est comprise entre une trentaine de 
minutes à 3 heures, ce qui implique, pour avoir une statistique importante quant à la réponse 
des cellules, en activer plusieuƌs eŶ paƌallğle. Cela a ĠtĠ possiďle paƌ l͛ajout suƌ le ŵiĐƌosĐope 
d͛uŶe platine ŵotoƌisĠe aiŶsi Ƌue d͛uŶ actionneur piezo–ĠleĐtƌiƋue d͛oďjeĐtif pouƌ ĐoŶtƌôleƌ 
respectivement la position XY de la platine et la hauteuƌ ) de l͛oďjeĐtif. De Đette ŵaŶiğƌe, il est 
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possiďle d͛eŶƌegistƌeƌ la positioŶ de une à trente cellules (selon la fréquence des images et le 
nombre de canaux de fluorescence utilisés) qui sont soumises en parallèle aux mêmes 
caractĠƌistiƋues d͛iŵageƌie et d͛illuŵiŶatioŶ toute au loŶg de l͛eǆpĠƌieŶĐe. 
Le sǇstğŵe TI‘F/F‘AP utilisĠ daŶs Đette thğse Ŷ͛est pas l͛uŶiƋue sǇstğŵe utilisaďle pour 
répondre aux contraintes du système optogénétique. Un microscope confocal à balayage laser 
ou un microscope confocal à disque rotatif avec un module FRAP permettraient de faire la 
ŵġŵe Đhose. CepeŶdaŶt, Đe sǇstğŵe possğde l͛aǀaŶtage d͛ġtƌe plus ƌapide Ƌue le pƌeŵieƌ et de 
moins photoblanchir les échantillons que ces deux autres systèmes. 
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2.2   Dynamique de CRY2-mCherry à la membrane 
Le premier point à vérifier est que nous sommes capables de créer et de quantifier avec ce 
dispositif de microscopie un recrutement de CRY2-mcherry à la membrane des cellules HeLa en 
envoyant de la lumière à 491 nm, comme il a été publié dans (70). 
2.2.1   Recrutement global et diffusion cytoplasmique 
Les cellules étudiées, préalablement transfectées avec les plasmides CRY2-mCherry et 
CIBN-GFP, expriment correctement ces protéines respectivement dans le cytoplasme et à la 
membrane. Cependant, lors des premières expériences où elles ont été illuminées par de la 
luŵiğƌe ďleue, Ŷous Ŷ͛aǀoŶs pas oďseƌǀĠ d͛augŵeŶtatioŶ du sigŶal TI‘F de fluoƌesĐeŶĐe à la 
ŵeŵďƌaŶe. Cela s͛eǆpliƋue paƌ l͛utilisatioŶ d͛uŶe puissaŶĐe luŵiŶeuse tƌop iŵpoƌtaŶte pouƌ 
l͛oďseƌǀatioŶ de la pƌotĠiŶe C‘YϮ-mCherry et donc un photoblanchiment trop important. Après 
une optimisation des intensités lasers et des teŵps d͛eǆpositioŶ utilisĠs afin de limiter ce 
phénomène, nous avons observé les premiers recrutements de CRY2 à la membrane. Ainsi, un 
pulse de lumière bleu (100 ms, 9µW @491 nm) entraîne une augmentation, en 5 secondes, du 
signal de fluorescence mCherry de l͛oƌdƌe de ϮϬ pourcent de son niveau basal. 
 
Figure 2-3 : Expérience de photoactivation globale. (a) Signal TIRF de CRY2-mCherry 5 secondes après avoir 
envoyé un pulse de lumière bleue dans toute la région rouge. (b) Quantification du signal TIRF au cours du temps 
normalisé par la moyenne des cinq premières images. Le pulse de lumière bleue a été envoyé juste avant t = 0s. 
Ce signal, moyenné sur toute la région rouge, est une mesure directe de la quantité de 
protéines CRY2-mCherry à la membrane. En envoyant un pulse de lumière bleue, nous venons 
de ĐhaŶgeƌ la ĐoŶfoƌŵatioŶ d͛uŶe paƌtie des protéines CRY2-mCherry dans le cytoplasme. Ces 
protéines, après avoir diffusé à trois dimensions dans le cytoplasme, se lient à des protéines 
CIBN-GFP à la membrane. En considérant que les cellules ont une hauteur caractéristique de 
l͛oƌdƌe de        , que le coefficient de diffusion de CRY2-mCherry dans le cytoplasme est de 
l͛oƌdƌe de            et que seule la diffusion est à prendre en compte, nous nous attendons 
à tƌouǀeƌ uŶ teŵps ĐaƌaĐtĠƌistiƋue de l͛oƌdƌe de        . Le temps caractéristique de 4 
secondes ainsi obtenu est cohérent avec la valeur expérimentale mesurée de 5 secondes. Cette 
expérience nous a montré que le système fonctionne au laďoƌatoiƌe et Ƌue l͛Ġtape iŶitiale de 
recrutement est compatible avec un processus limité par la diffusion dans le cytoplasme. 
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Lors de ces expériences, nous avons déterminé que ces recrutements sont générés pour 
des loŶgueuƌs d͛oŶdes Đoŵpƌises eŶtƌe ϰϬϱ et ϱϯϬ Ŷŵ, eŶ aĐĐoƌd aǀeĐ Đe Ƌui est ĐoŶŶu de la 
photosensibilité des cryptochromes (79). Par ailleurs, il a été reporté que lorsque la protéine 
CRY2 est activée, elle forme des clusters avec ses homologues (80), ce que nous Ŷ͛aǀoŶs pas 
remarqué lors de nos expériences - probablement car son affinité pour CIBN est supérieure à 
celle pour les autres protéines CRY2. 
2.2.2   Recrutement local, diffusion membranaire et dissociation 
Cet outil optogénétique est destiné à l͛Ġtude de la polarité cellulaire, il doit donc permettre 
d͛effeĐtueƌ des recrutements subcellulaires de CRY2. Nous avons alors ƌegaƌdĠ l͛effet de 
l͛envoie de lumière bleue successivement dans deux régions subcellulaires d͛uŶe Đellule 
cotransfectée avec CRY2 et CIBN (six pulses dans la région rouge, puis six dans la région vertes, 
Figure 2-4, a). Sans avoir besoin de quantifier les niveaux de fluorescence, il est clair que CRY2-
mCherry est localisé ainsi à gauche puis à droite sur la membrane de cette cellule (Figure 2-4, b, 
c). 
 
Figure 2-4 : Expérience de photoactivation locale. Cellule HeLa cotransfectée avec le système CRY2/CIBN. (a) 
Image TIRF de CRY2-mCherry. La première et la deuxième région de photoactivation sont représentées 
respectivement en rouge et en vert. (b-c) Images différentielles de la cellule entre avant et après les six premières (b) 
et les douze activations (c). Hauteur des images : 60 µm. 
En quantifiant précisément ces recrutements (Figure 2-5), j͛ai mis en évidence les trois 
phénomènes physiques importants du système. i) Dans la région rouge, après le premier pulse 
de lumière bleue, le signal TIRF augmente rapidement du fait du recrutement à la membrane de 
CRY2-mCherry. Lors des pulses suivants, le signal ré-augmente systématiquement. La 
quantification de la fluorescence dans la région verte - Ƌui Ŷ͛est pas souŵise à de la lumière 
activatrice - ne montre aucun recrutement lors de ces six premiers pulses. ii) Cependant, j͛ai 
observé Ƌue, suƌ les ϴϬϬ pƌeŵiğƌes seĐoŶdes, Đe sigŶal augŵeŶte douĐeŵeŶt. Cela s͛eǆpliƋue 
par une diffusion à la membrane de complexes CRY2-CIBN formés dans la zone rouge. iii) Dès 
lors que nous arrêtons d͛eŶǀoǇeƌ de la luŵiğƌe ďleue suƌ la ƌĠgioŶ ƌouge, le sigŶal de 
fluorescence diminue, du fait de la dissoĐiatioŶ du Đoŵpleǆe d͛uŶe paƌt et de la diffusion à la 
ŵeŵďƌaŶe d͛autƌe paƌt. Lorsque la région verte est illuminée à son tour avec de la lumière 
bleue, CRY2-mCherry est recrutée dans cette région. 
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Figure 2-5 : Quantification au cours du temps du niveau de fluorescence TIRF (du film de la Figure 2-4) dans la 
région rouge (respectivement verte) normalisée par la valeur avant photoactivation. Chaque trait pointillé 
ƌepƌĠseŶte l͛eŶǀoi de luŵiğƌe aĐtiǀatƌiĐe daŶs la ƌĠgioŶ ĐoƌƌespoŶdaŶte. 
Ces trois processus sont résumés sur Figure 2-6 où sont représentées : la diffusion à trois 
dimensions dans le cytoplasme, la diffusion à deux dimensions à la membrane et la dissociation 
du complexe. 
 
Figure 2-6 : Schéma résuŵĠ des diffĠƌeŶts phĠŶoŵğŶes eŶ jeu daŶs le sǇstğŵe. ;aͿ SĐhĠŵa d͛uŶe Đellule 
éclairée par un faisceau focalisé de lumière bleue. ‘oŶd ƌouge ;ƌespeĐtiǀeŵeŶt ͚͛paĐŵaŶ͛͛ ƌougeͿ, protéines CRY2 en 
conformation inactive (respectivement active). La zone de TI‘F est dĠfiŶie paƌ le halo jauŶe. LoƌsƋu͛uŶe pƌotĠiŶe 
CRY2-mCherry entre dans cette région elle devient visible à la caméra (rouge chaud). (b) Présentation schématique 
des phénomènes de diffusion à deux dimensions et du phénomène de dissociation. (c) Zoom sur une région 
d͛aĐtiǀatioŶ pƌoĐhe de la ŵeŵďƌaŶe où soŶt soulignés par des flèches noires les trois phénomènes en jeu. 
Comme nous le verrons dans cette thèse, nous avons deux possibilités pour comparer ces 
résultats les uns par rapport aux autres. La première possibilité est de tracer le rapport du signal 
mesuré sur la moyenne du signal avant la première activation (Figure 2-3). En considérant que le 
signal initial est dû au bruit cytoplasmique de CRY2 - proportionnel à la concentration 
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cytoplasmique -, nous pouvons représenter ainsi le recrutement relativement à la concentration 
cytoplasmique. La deuxième possibilité pour représenter ces mesures est celle utilisée, par 
exemple, sur la Figure 2-8 et la Figure 2-12 où est soustrait à la valeur du signal la moyenne du 
signal avant la première activation. Dans ce cas, ce qui est représenté est davantage une mesure 
de la quantité de protéines recrutées en unité de fluorescence (en considérant que toute la 
fluorescence initiale est du bruit et non une interaction spécifique à la membrane). Nous avons 
utilisé dans cette thèse les deux représentations, la première pour mettre en valeur les 
recrutements, et la seĐoŶde loƌsƋu͛il s͛agissait d͛oďteŶiƌ des valeurs proportionnelles à la 
quantité de protéines recrutées à la membrane. 
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2.3   Détermination des caractéristiques biophysiques de 
CRY2/CIBN 
Nous venons de montrer que CRY2 peut être recruté localement à la membrane. Le but de 
notre approche étant de contrôler spatialement et temporellement la localisation de protéine, il 
est nécessaire de quantifier précisément les trois processus en jeu pour appréhender les limites 
de ce type de recrutement subcellulaire. 
2.3.1   Recrutement de CRY2 à la membrane 
La première étape est celle du recrutement à la membrane après diffusion dans le 
cytoplasme. Nous avons étudié la distribution spatiale du recrutement en fonction des 
ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de l͛illuŵiŶatioŶ. Nous avons donc envoyé de la lumière, de manière 
reproductible, sur une région circulaire de 3 µm de diamètre en faisant varier les paramètres 
d͛illuŵiŶatioŶ. Nous avons alors analysé les images différentielles constituées de l͚iŵage 3 
seĐoŶde apƌğs l͛aĐtiǀatioŶ à laquelle est soustrait la moyenne des cinq images précédant 
l͛aĐtiǀatioŶ (Figure 2-7, a). La première observation est que le signal obtenu est très bien 
approximé par une gaussienne à deux dimensions d͛aŵplitude A et de largeur à mi-hauteur   
(Figure 2-8, a). 
 
Figure 2-7 : Photoactivation ponctuelle du système CRY2/CIBN. (a) Image différentielle entre avant et après 
une photoactivation avec une région circulaire de 3 µm de diamètre. La largeur (15 µm) de la gaussienne obtenue 
est représentée en rouge. ;ďͿ QuaŶtifiĐatioŶ au Đouƌs du teŵps de l͛aŵplitude de la gaussieŶŶe pouƌ uŶe ŵġŵe 
Đellule eŶ faisaŶt ǀaƌieƌ le teŵps d͛eǆpositioŶ de 3 à 200 ms - en gardant la puissance laser constante (environ 
5,5µW). 
Ce résultat s͛eǆpliƋue paƌ le fait que chaque protéine a une probabilité de se fixer à la 
membrane avec une distribution spatiale approximativement gaussienne - en considérant la 
membrane parfaitement absorbante. Le centre de cette gaussienne étant la projection de la 
position initiale de CRY2 sur la membrane, son amplitude et sa largeur étant fonction de la 
distance initiale à la membrane, le signal résultant de la diffusion de toutes les protéines CRY2 
activées est donc la somme de ces distributions gaussiennes. Expérimentalement, cette somme 
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ressemble à une gaussienne. Nous avons ensuite calculé pour différentes illuminations sa 
largeur à mi-hauteur, son amplitude et l͛aiƌe sous la Đouƌďe.  
Dans Figure 2-7, (b), et Figure 2-8, par exemple, nous modifions le teŵps d͛eǆpositioŶ à 
puissance de laser fixée (pour une même cellule) et nous quantifions respectivement la quantité 
de fluorescence au cours du temps et la forme du profil gaussien.  
 
Figure 2-8 : Analyses à deux dimensions du profil de recrutement de CRY2. (vert) Signal différentiel TIRF obtenu 
après un pulse ponctuel de lumière bleue eŶ faisaŶt ǀaƌieƌ le teŵps d͛eǆpositioŶ de 10 à 100 ms (puissance = 5,5 
µW) et quantifié selon deux directions (a) et (b) perpendiculaires. A ce signal est superposé le résultat de 
l͛ajusteŵeŶt d͛uŶe gaussieŶŶe à deux dimensions (en rouge). 
Nous remarquons sur ces figures que plus le pulse de lumière bleue est long, et plus le 
recrutement est important. Cependant, à partir de valeurs de teŵps d͛eǆpositioŶ de l͛oƌdƌe de 
50 ms (pour une puissance d͛eŶǀiƌoŶ ϱ,ϱ µW), le recrutement juste après exposition 
Ŷ͛augŵeŶte plus aussi ƌapideŵeŶt Ƌue pouƌ des teŵps d͛eǆpositioŶ plus petits ou la 
progression semblait plutôt linéaire. Cela s͛eǆpliƋue par le fait que le nombre de protéines CRY2 
dans le volume activé est limitant. A paƌtiƌ d͛uŶ ĐeƌtaiŶ moment, la majorité des protéines dans 
la zone illuminée est activée et envoyer plus de lumière ne recrute pas davantage de CRY2. La 
compréhension de la dépendance de ce recrutement en fonction de la concentration initiale 
dans la cellule, du teŵps d͛eǆpositioŶ et de la puissance du laser utilisés est donc un enjeu 
important pour contrôler le nombre de protéines recrutées à la membrane. 
Nous avons regardé la dépendance du recrutement en fonction de la concentration dans la 
cellule. Théoriquement, si la pƌoďaďilitĠ pouƌ uŶ photoŶ d͛aĐtiǀeƌ uŶe ŵolĠĐule C‘YϮ est 
constante, et que le nombre de photons Ŷ͛est pas liŵitaŶt, alors le recrutement doit être 
proportionnel à la concentration dans une cellule. Expérimentalement, nous avons accès au 
signal TIRF ŵCheƌƌǇ et au sigŶal d͛épifluorescence (signal global de toutes les molécules 
présentes dans une cellule). D͛apƌğs la Figure 2-9 (a), nous remarquons que, avant les 
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activations, ces deux signaux sont proportionnels. En considérant maintenant que le signal 
d͛épifluorescence est proportionnel à la concentration de CRY2 dans la cellule, cela signifie que 
la lecture du niveau initial de fluorescence TIRF est proportionnelle à la concentration cellulaire. 
EŶ ĐoŵpaƌaŶt le Ŷiǀeau des ƌeĐƌuteŵeŶts pouƌ uŶ pulse doŶŶĠ ;à teŵps d͛eǆpositioŶ et 
puissance laser fixés) sur vingt-six cellules exprimant des niveaux de CRY2-mCherry différents, 
nous avons vérifié que le recrutement est proportionnel à la concentration cytoplasmique - les 
points expérimentaux étant bien groupés autouƌ d͛uŶe dƌoite passant par 0 (Figure 2-9, b). 
 
Figure 2-9 : Quantification de la relation entre recrutement et concentration initiale dans la cellule. (a) Signal 
TIRF en fonction du signal d͛ĠpifluoƌesĐeŶĐe. En vert, ajustement linéaire. (b) Quantification du niveau de 
recrutement de CRY2 en fonction du niveau de fluorescence TIRF pour 26 cellules soumises à la même 
photoactivation ponctuelle. 
Si    est la quantité de protéines recrutées par une seule activation, et que cette grandeur 
est proportionnelle à la concentration initiale    dans la cellule, elle reste fonction des autres 
paramètƌes d͛illumination comme la puissance laser   et le teŵps d͛eǆpositioŶ     . 
        ሺ      ሻ  
Pour expliciter la fonction  ሺ      ሻ, nous avons effectué deux jeux d͛expériences et tracé       en fonction de   (respectivement     ), à      fixé (respectivement   fixé). Ces 
expériences indiquent que la quantité totale de protéines recrutées - proportionnelle au produit 
de l͛aŵplitude et de la laƌgeuƌ à mi-hauteur au carré - augmente progressivement lorsque   et      augmentent jusƋu͛à atteiŶdre un régime où l͛ĠǀolutioŶ semble saturer (Figure 2-7, a) et 
(Figure 2-10, c). 
A partir de ces expériences, nous avons déterminé     , qui correspond à la valeur du 
produit entre P et      pour effectuer un recrutement de CRY2 de la moitié de la valeur 
maximale recrutable.   se réécrit alors sous la forme : 
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     ሺ ሻ                 (2.1) 
Les déterminations de      pour      fixé et pour   fixé donnent des résultats comparables 
de l͛oƌdƌe de         J. 
 
Figure 2-10 : EǀolutioŶ du ƌeĐƌuteŵeŶt eŶ foŶĐtioŶ du teŵps d͛eǆpositioŶ et de la puissaŶĐe laseƌ. (a-c) 
Résultat des ajustements gaussiens concernant la largeur à mi-hauteur   (a), l͛aŵplitude A (b), et l͛iŶtégrale de 
l͛aiƌe sous la gaussieŶŶe (c) pour une puissance laser fixée à 5,5 µW (haut) et un teŵps d͛eǆpositioŶ ǀaƌiaŶt de ϱ à 
60 ms ou uŶ teŵps d͛eǆposition fixé à 50 ms (bas) la puissance variant de 5 µW (5%) à 36 µW (60%). Zone bleue 
transparente : écart type associé aux 26 courbes 
2.3.2   Diffusion membranaire de CIBN et du complexe CRY2/CIBN 
Le deuxième processus à étudier est la diffusion membranaire de la protéine CIBN-GFP 
ancrée à la membrane. En effet, la diffusion de cette protéine modifie au cours du temps la 
localisation initiale de CRY2-mCherry. Nous avons obtenu le coefficient de diffusion qui 
caractérise cette diffusion par des expériences de FRAP sur la GFP associée à cette protéine 
(81). Le principe de ces expériences est de photoblanchir quasi instantanément la fluorescence 
dans une région membranaire donnée et de quantifier le retour de la fluorescence par diffusion 
des protéines voisines – et par le départ des protéines photoblanchies. Ce phénomène est régi 
par une équation de diffusion à deux dimensions de la forme suivante : 
               (2.2) 
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où N représente le nombre de protéines fluorescentes au cours du temps et     le 
coefficient de diffusion de CIBN. Dans un système de coordonnées polaires, centré sur le centre 
de la région de F‘AP, les ĐoŶditioŶs auǆ liŵites ĐoŶĐeƌŶaŶt N s͛ĠĐƌiǀeŶt :  
-  ሺ      ሻ    pour r<a, 
-  ሺ      ሻ    sinon.  
Avec a le rayon de la zone photoblanchie. En pratique, le signal le plus évident à mesurer 
est le signal moyen de fluorescence dans la région de FRAP. Nous tracerons alors : 
 ∫  ሺ   ሻ           
En ajustant sur ces données la solution théorique de ce problème (82) : 
        (  ቆ        ቇ    ቆ        ቇ)   
avec    et   les fonctions de Bessel modifiées d͛oƌdƌe Ϭ et d͛oƌdƌe ϭ, nous avons accès à la valeur 
de   .  
J͛ai effectué ces expériences sur des cellules transfectées avec CIBN-GFP et obtenu D = 0,1 
µm²/s (+/- 0,03 µm²/s, N=26). Par ailleurs, ces mêmes expériences de FRAP, réalisées sur les 
complexes CRY2/CIBN, ne montrent pas de différences significatives quant à la valeur du 
coefficient obtenu- les complexes étant créés par une illumination globale des cellules avant la 
routine de FRAP. Cela s͛eǆpliƋue paƌ le fait Ƌue le ĐoŵpoƌteŵeŶt diffusif du Đoŵpleǆe CIBN-
GFP/CRY2-ŵCheƌƌǇ est doŵiŶĠ paƌ l͛effet de l͛ancre membranaire associée à CIBN-GFP et non 
pas par la diffusion de CIBN/CRY2 dans le cytoplasme à proximité de la membrane.  
 
Figure 2-11 : Analyse des expériences de FRAP et détermination des coefficients de diffusion. (a-b) Image de 
fluorescence de CIBN-GFP en TIRF avant (a) et après (bͿ l͛Ġtape de photoblanchiment. (b) En noir, courbe du signal 
TIRF dans la région de photoblanchiment au cours du temps, normalisée par la moyenne des points avant le 
photoblanchiment. En vert, ajustement avec le modèle de retour de fluorescence. (d) Quantification des coefficients 
de diffusion de CIBN-GFP seul (N=26) ainsi que du complexe CIBN-GFP/CRY2-mCherry (N=14) 
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2.3.3   Dissociation du complexe CRY2/CIBN 
Le dernier processus physique à caractériser est le temps de vie du complexe CRY2/CIBN 
après activation. En considérant un modèle de dissociation pour CRY2 à la membrane (  ) 
dĠpeŶdaŶt uŶiƋueŵeŶt d͛uŶ tauǆ de dissoĐiatioŶ      , nous pouvons écrire : 
                 (2.3) 
L͛ĠǀolutioŶ teŵpoƌelle de   , après une activation, doit donc être de la forme :  
           ሺ    ሻ  
Pour évaluer      , nous avons ƋuaŶtifiĠ l͛ĠǀolutioŶ teŵpoƌelle de recrutements de CRY2-
mCherry (Figure 2-12). De plus, pour éliminer les effets dus à la diffusion, nous avons recruté 
CRY2 de manière homogène à la membrane. 
 
Figure 2-12 : Détermination du taux de dissociation du complexe CRY2/CIBN. (a) En noir, quantification de la 
valeur moyenne du signal TIRF de cinq cellules au cours du temps à laquelle a été retiré la valeur moyenne avant 
activation. En rouge, ajustement exponentiellement décroissant des courbes expérimentales. (b) Répartition des 
valeurs obtenues à partir des ajustements. 
L͛ajusteŵeŶt de ces courbes expérimentales par une exponentielle décroissante est en 
accord avec un modèle à une étape (Eq. (2.3)). Le temps caractéristique de dissociation obtenu 
est de               =       +/-    , en accord avec les valeurs déjà publiées (70)(76). 
D͛apƌğs ce que nous venons de voir, la localisation de CRY2-mCherry est bien modélisée par 
la somme des équations (2.2) et (2.3) avec un terme supplémentaire  ሺ     ) : 
     ሺ     ሻ           ሺ     ሻ         ሺ     ሻ     ሺ     ሻ  (2.4) 
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cette équation tenant compte de la dissociation du complexe (     ), la diffusion à la membrane 
(   ) aiŶsi Ƌue d͛uŶ teƌŵe souƌĐe  ሺ     ሻ relatif aux caractéristiques spatiotemporelles de 
l͛illumination et de la cellule.  
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2.4   Dynamique du recrutement et état stationnaire 
Les trois processus que nous venons de décrire expliquent correctement un recrutement 
transitoire de CRY2-mCherry à la membrane. Nous nous sommes intéressés, ensuite, à la 
réponse de ce système optogénétique à une illumination maintenue au cours du temps. Cette 
réponse nous indiquant les possibilités de ce système quant aux distributions spatiales de CRY2 
que nous pouvons créer. 
2.4.1   Dynamique du recrutement 
A chaque fois Ƌu͛uŶe ƌĠgioŶ d͛iŶtĠƌġt est illuminée avec de la lumière bleue, la quantité 
totale de CRY2-mCherry recruté augmente (Figure 2-4). Or, pour ces protéines, les cellules sont 
des sǇstğŵes feƌŵĠs, et suƌ des ĠĐhelles de teŵps de l͛oƌdƌe de Ϯ heuƌes, la pƌoduĐtioŶ de 
CRY2-mCherry est nulle, ce qui signifie que la quantité totale est constante. Ces deux éléments 
iŶdiƋueŶt Ƌu͛eŶ ŵaiŶteŶaŶt uŶe illuŵiŶation périodique locale, nous devrion créer un 
recrutement permanent dans les cellules.  
Expérimentalement, une activation locale, de période 40s, maintenue pendant 10 minutes, 
génère un recrutement stationnaire stable à partir de quatre pulses de lumière (Figure 2-13, 
courbe verte). En parallèle, la fluorescence dans la zone rouge diminue, ce qui indique que la 
concentration cytoplasmique de CRY2-mCherry diminue. 
 
Figure 2-13 : Recrutement local de CRY2-ŵCheƌƌǇ et oďteŶtioŶ d͛uŶ Ġtat statioŶŶaiƌe. (a) image TIRF du signal 
CRY2-mCherry après 250 secondes d͛aĐtiǀatioŶ pĠƌiodiƋues (T=40s). ‘ĠgioŶ ǀeƌte, ƌĠgioŶ d͛aĐtiǀatioŶ, région rouge, 
autre région de la même cellule, région bleue, région contrôle sur une cellule voisine. Baƌƌe d͛ĠĐhelle : 10 µm. (b) 
Quantification de la fluorescence moyenne dans les différentes régions normalisée paƌ leuƌ ǀaleuƌ aǀaŶt l͛aĐtiǀatioŶ. 
L͛eǆpliĐatioŶ de Đet état stationnaire est la suivante : lors des premiers recrutements, il y a 
une grande quantité de protéines à activer dans le cytoplasme, d͛où les grands sauts de 
fluorescence au moment des activations. Le cytoplasme est progressivement déplété en CRY2-
mCherry, jusƋu͛au ŵoŵeŶt où la ƋuaŶtitĠ de pƌotĠiŶes qui est recrutée par un pulse de lumière 
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bleue est égale à la quantité de protéine qui disparaît de la ƌĠgioŶ d͛iŶtĠƌġt - soit par diffusion à 
la membrane, soit par dissociation. Pour mieux comprendre ce phénomène, nous avons réalisé 
des simulations numériques eŶ disĐƌĠtisaŶt l͛ĠƋuatioŶ (2.4). Le teƌŵe d͛ĠǀolutioŶ teŵpoƌel est 
de la forme 
  ሺ ሻ   ሺ ሻ          ( ሺ   ሻ   ሺ   ሻ     ሺ ሻ)     ሺ ሻ       
où c et ci sont les concentrations de CRY2 à la position x et respectivement aux temps t et t+dt. 
D est le coefficient de diffusion à une dimension de CIBN et k le coefficient de dissociation du 
complexe CRY2/CIBN.  
Le ƌeĐƌuteŵeŶt Ŷ͛a lieu Ƌue loƌsƋue le temps t est un multiple de la péƌiode d͛aĐtiǀatioŶ. 
Quand cette condition est vérifiée, nous modifions le teƌŵe pƌĠĐĠdeŶt paƌ l͛ajout d͛uŶ teƌŵe 
supplémentaire : 
   ሺ ሻ    ሺ ሻ         ሺ ሺ    ሻ     ሻ   
où A est l͛aŵplitude du ƌeĐƌuteŵeŶt,    le centre de la zone de recrutement et   la largeur à 
mi-hauteur de ce recrutement gaussien. Par ailleurs, dans cet exemple, j͛ai ĐoŶsidĠƌĠ des liŵites 
aux bords absorbantes avec : 
c(1) = c(100) = 0. 
A noter que les conditions aux bords n͛oŶt pas d͛iŶflueŶĐe suƌ le ƌĠsultat de ces 
simulations, les bords, d͛uŶe laƌgeuƌ de ϭϬϬ, étant très grands devant les longueurs 
caractéristiques de ce problème (avec   =50 et   <<100). Ces simulations, qui sont un outil pour 
tester l͛influence des paramètres du système, prédisent un état stationnaire (Figure 2-14). 
Le niveau de cet état stationnaire dépend, en particulier, de la périodicité des pulses de 
lumière bleue. Sur ces courbes nous remarquons de plus que : 
- la largeur de la distribution spatiale ne dépend pas du niveau final, 
- ce niveau final est atteint lorsque le recrutement et la disparition du signal sont 
opposĠs suƌ uŶ pĠƌiode d͛aĐtiǀatioŶ, 
- ce sont les deux phénomènes responsables des fluctuations autour du niveau 
final. 
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Figure 2-14 : Simulations numériques à une diŵeŶsioŶ de l͛ĠǀolutioŶ spatiotemporelle du signal CRY2-mCherry 
à la membrane en fonction de la périodicité des activations. (a) Valeur du maximum de recrutement en fonction du 
temps pour une période de 10 (bleu) et 50 secondes (rouge). (b) Echantillon de profils spatiaux. (c) Kymographe de 
l͛ĠǀolutioŶ du ƌeĐƌuteŵeŶt pouƌ uŶe période des pulses de 50 (gauche) et 10 secondes (droite). 
Ce ŵodğle Ŷ͛est ĐepeŶdaŶt pas paƌfait, Ŷous pouƌƌioŶs l͛aŵĠlioƌeƌ eŶ teŶaŶt Đoŵpte de la 
conservation du nombre de protéine CRY2 total par exemple - en modifiant au cours du temps 
la valeur du paramètre A. 
2.4.2   Etat stationnaire 
Ces prédictions théoriques nous laissent peŶseƌ Ƌu͛il est possiďle, à l͛aide du sǇstğŵe 
CRY2/CIBN, de contrôler indépendamment au cours du temps l͛ĠteŶdue spatiale et le Ŷiǀeau de 
protéines. Nous avons validé ce raisonnement par une caractérisation expérimentale de cet état 
stationnaire, en teƌŵes d͛aŵplitude et d͛ĠteŶdue spatiale. 
Distribution spatiale 
En considérant l͛ĠƋuatioŶ (2.4), à une dimension, daŶs le Đas d͛uŶe aĐtiǀatioŶ poŶĐtuelle et 
continue, soit  ሺ   ሻ    ሺ    ሻ, nous obtenons alors une réponse de forme Lorentzienne : 
   ሺ      ሻ                (2.5) 
avec   √       , la longueur caractéristique de ce problème de diffusion/dissociation. 
Cette grandeur est un des éléments-clés du système Ƌui iŶdiƋue Ƌu͛il Ŷ͛est pas possiďle de 
localiser un recrutement plus précisément que  . D͛apƌğs les valeurs de   et de       obtenues 
précédemment, la valeur de   doit ġtƌe de l͛oƌdƌe de     µm, ce que nous allons vérifier 
expérimentalement. 
Pour simplifier le problème, je me suis placé dans un cas où la forme de la cellule est 
simple, régulière et reproductible. Les cellules ont été déposées sur des patrons de fibronectine 
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de forme circulaire et de diamètre compris entre 40 et 50 µm (Figure 2-15, b). Ces cellules, 
cotransfectées avec CRY2-mCherry et CIBN-GFP, sont illuminées périodiquement (un pulse 
toutes les 25 secondes) sur une région quasi-ponctuelle à droite, puis à gauche et enfin des 
deux côtés en même temps de la cellule (Figure 2-16). 
 
Figure 2-15 : Recrutement local de CRY2-mCherry. (a) Image DIC de la cellule HeLa, cotransfectée avec CRY2-
mCherry et CIBN-GFP et étalée sur un patron rond de fibronectine (diamètre 40 µm). (b) Signal TIRF montrant la 
localisation de CIBN-GFP à la membrane au contact avec la lamelle. (c-d) Images TIRF de CRY2-mCherry avant (c) et 
après (dͿ l͛illuŵiŶatioŶ loĐale ;ĐeƌĐle ƌougeͿ aǀeĐ uŶe pĠƌiode de Ϯϱ secondes entre chaque pulses. (e) Image 
différentielle des deux images TIRF mCherry. Hauteur des images : 60 µm. 
Comme précédemment, nous sommes capables de recruter localement CRY2 à la 
membrane (Figure 2-15, d, e et Figure 2-16, a). Le kymographe de cette expérience (Figure 2-16, 
b) montre uŶe ŵoŶtĠe pƌogƌessiǀe du Ŷiǀeau de fluoƌesĐeŶĐe eŶ ŵġŵe teŵps Ƌu͛uŶ 
élargissement spatial du signal entre 2 minutes et 15 minutes après le début des activations. 
QuaŶd l͛ĠƋuiliďƌe eŶtƌe ƌeĐƌuteŵeŶt, diffusioŶ et dissoĐiatioŶ est eŶ plaĐe, la laƌgeuƌ et la 
hauteuƌ du sigŶal Ŷ͛ĠǀolueŶt plus.  
De plus, nous pouvons quantifier le gradient spatial obtenu lors des trois états stationnaires 
(représentés par les lignes blanches pointillées, Figure 2-16, indicateurs n°1, 2 et 4). Les profils 
obtenus sont correctement ajustés par des fonctions exponentiellement décroissantes (Eq. 
(2.5), en rouge sur la Figure 2-16, c) ce qui est en accord avec le couplage de la diffusion et la 
dissociation. La longueur caractéristique  , obtenue lors de cette expérience, est comprise entre 
ϳ et ϴ µŵ, Đe Ƌui est supĠƌieuƌ auǆ ϰ,ϱ µŵ espĠƌĠs. Cette diffĠƌeŶĐe s͛eǆpliƋue paƌ le fait Ƌue 
nous Ŷ͛aǀoŶs pas teŶu Đoŵpte de l͛Ġtape de diffusioŶ cytoplasmique préalable à la formation du 
complexe CRY2/CIBN. En effet, le signal obtenu par un pulse de lumière unique avant la 
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diffusion possède déjà une certaine largeur - de l͛oƌdƌe de la ŵi-hauteur de la cellule, soit de 1 à 
5 µm - Đoŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs ǀu Figure 2-8.  
 
Figure 2-16 : QuantifiĐatioŶ d͛uŶe eǆpĠƌieŶĐe de ƌeĐƌuteŵeŶt loĐal sur une cellule étalée sur un patron de 
fibronectine rond de 50 µm. La lumière activatrice est envoyée avec une périodicité de 25 secondes à droite pendant 
20 minutes puis à gauche pendant 15 minutes. Nous arrêtons alors l͛activation pendant 10 minutes puis la 
reprenons des côtés à la fois. (a) Images TIRF du signal CRY2-mCherry à différents instants (1), (2), (3) et (4) 
moyennés sur 5 images successives. (b) Kymographe espace-temps de la valeur de fluorescence le long de la flèche 
blanche (a). (c) Quantification des profils de fluorescence aux quatre iŶstaŶts paƌtiĐulieƌs. EŶ ƌouge, l͛ajusteŵeŶt du 
profil à l͛aide d͛uŶe foŶĐtioŶ eǆpoŶeŶtielleŵeŶt dĠĐƌoissaŶte - Eq. (2.5). 
Nous sommes donc capables de créer un recrutement local, dont le profil est 
eǆpoŶeŶtielleŵeŶt dĠĐƌoissaŶt. L͛adĠƋuatioŶ eŶtƌe la desĐƌiptioŶ thĠoƌiƋue et les oďseƌǀatioŶs 
expérimentales indiquant que nous tenons compte des principaux phénomènes physiques 
associés à ce système optogénétique.  
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Distribution globale de CRY2-mCherry 
La connaissance de la réponse du système à une activation ponctuelle permet de connaitre 
la réponse du sǇstğŵe à Ŷ͛iŵpoƌte Ƌuelle aĐtiǀatioŶ. Il est doŶĐ possiďle de créer Ŷ͛iŵpoƌte Ƌuel 
type de recrutement eŶ ĐoŶtƌôlaŶt le patƌoŶ d͛illuŵiŶatioŶ. Théoriquement, le résultat final, en 
termes de recrutement, est la ĐoŶǀolutioŶ eŶtƌe la ƌĠpoŶse à uŶ poiŶt d͛aĐtiǀatioŶ et la 
répartition spatiale de la source  ሺ  ሻ. 
         ∫     ሺ      ሻ ሺ  ሻ (2.6) 
Pour se donner une idée de la manière dont sont transformés différents types de patrons 
d͛illuŵiŶatioŶ eŶ uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt, nous avons calculé une approximation de ce produit de 
convolution en faisant la somme de différentes distributions Lorentziennes, dont le poids 
dépend de la forme théorique du patron. 
Il est intéressant, en particulier, de comprendre quelle est la distribution spatiale de CRY2 
obtenue, quand nous envoyons de la lumière bleue dans une région carrée, ou bien selon un 
gradient linéaire (Figure 2-17). 
 
Figure 2-17 : Simulation de la photoactivation par un profil spatial carré (a) et un gradient linéaire (b). En 
ƌouge, Đouƌďe de ƌĠpoŶse à ĐhaƋue pulse loĐal Ƌui foƌŵe l͛aĐtiǀatioŶ gloďale. EŶ Ŷoiƌ, soŵŵe de toutes Đes 
réponses locales. Ligne rouge, fit linéaire des points noirs entre 0 et 30 µm. 
Ces calculs montrent Ƌu͛uŶ ĐaƌƌĠ d͛aĐtiǀatioŶ doŶŶe uŶe distƌiďutioŶ ĐaƌƌĠe, dont les bords 
sont exponentiellement décroissants et Ƌu͛un gradient linéaire de lumière crée un recrutement 
linéaire. Concernant ce point, le module de FRAP que nous utilisons ne peut pas créer de 
gradients linéaires d͛aĐtiǀatioŶs, ŵais Đela est tout à fait eŶǀisageaďle aǀeĐ d͛autƌes ŵoŶtages 
expérimentaux. 
EǆpĠƌiŵeŶtaleŵeŶt, loƌs d͛uŶe aĐtiǀatioŶ daŶs uŶe zoŶe ĐaƌƌĠe, la distribution spatiale de 
CRY2 correspond bien à ce que nous avons prédit (Figure 2-18, b). En effet, un ĐaƌƌĠ d͛aĐtiǀatioŶ 
crée un profil carré de recrutement dans la région activée et un profil exponentiellement 
décroissant sur les bords de celle-ci. De plus, la longueur caractéristique de cette décroissance 
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varie peu au cours du temps, elle augmente de 3 à 5 µm loƌs de la ŵise eŶ plaĐe de l͛Ġtat 
stationnaire puis reste comprise entre 5 et 6 µm. 
 
Figure 2-18 : Distribution spatiale du recrutement de CRY2. (a) Image TIRF d͛uŶe Đellule ĐotƌaŶsfeĐtĠe aǀeĐ 
CRY2 et CIBN. En bleu, zoŶe d͛aĐtiǀatioŶ. Hauteuƌ de l͛iŵage : 90 µm. (b) En noir, profils de fluorescence obtenus le 
long de la flèche blanche de (a) pour différents temps lors de la formation de l͛Ġtat statioŶŶaiƌe. EŶ ƌouge, 
ajustement de ces courbes par une exponentielle décroissante. (c) Longueur caractéristique de la décroissance 
exponentielle pour les 600 premières secondes après activation 
Modification du niveau de l’état stationnaire 
LoƌsƋu͛uŶ Ġtat statioŶŶaiƌe est ĐƌĠĠ, il est possiďle d͛eŶ ŵodifieƌ le Ŷiǀeau eŶ ĐhaŶgeaŶt les 
paƌaŵğtƌes d͛illuŵiŶatioŶ, Đe Ƌui Ŷe doit pas eŶ ŵodifieƌ la laƌgeuƌ à ŵi-hauteur. C͛est Đe Ƌue 
nous avons vérifié en faisant varier, sur une même cellule, le temps d͛exposition et la périodicité 
des pulses à chaƋue fois Ƌu͛uŶ état stationnaire est atteint (Figure 2-19). 
Lors des trois pƌeŵiğƌes ǀaleuƌs des paƌaŵğtƌes d͛illuŵiŶatioŶ, l͛aŵplitude ŵaǆiŵale du 
signal atteint successivement 20, 40 et 60 pourcent du niveau initial de fluorescence. Dans le cas 
d͛aĐtiǀatioŶs plus iŵpoƌtaŶtes où Ŷous augŵeŶtoŶs le teŵps d͛eǆpositioŶ et la fƌĠƋueŶĐe des 
pulses, nous obtenons des amplitudes maximales de 5, 7, et 9 fois le niveau de fluorescence 
basal. Concernant les profils spatiaux de ces états stationnaires, ils restent exponentiellement 
décroissants avec des valeurs de   comparables sauf pour la plus forte activation. Dans le cas de 
Đette aĐtiǀatioŶ, le sigŶal dĠďoƌde suƌ les ďoƌds de la zoŶe d͛aĐtivation, ce que nous expliquons 
par le fait que le nombre de CIBN-GFP, loĐaleŵeŶt, Ŷ͛est pƌoďaďleŵeŶt pas suffisaŶt pouƌ Ƌue 
toutes les protéines CRY2-ŵCheƌƌǇ s͛Ǉ fiǆeŶt. 
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Figure 2-19 : Changement du niveau final de CRY2. (a) KǇŵogƌaphe d͛uŶe expérience de recrutement local de 
CRY2-mCherry pour une cellule étalée sur un patron rond de fibronectine. Chaque plage temporelle, de (1) à (6), est 
caractérisée par des paramètres d͛illuŵiŶatioŶ diffĠƌeŶts, que ce soit le teŵps d͛eǆpositioŶ ;EǆͿ, ou la période des 
pulses (T). De (1) à (6), la valeur des couples {T(s), Ex(ms)} est {50/3}, {30/6}, {10/6}, {15/9}, {10/9}, {5/15}. (b, c) 
Valeur moyenne, dans la zone de recrutement, de l͛iŶteŶsitĠ de fluoƌesĐeŶĐe au Đouƌs du temps, zoomé sur les 3 
premières plages temporelles (bͿ où suƌ toute l͛expérience (c). (d, e) Pƌofils spatiauǆ au ŵoŵeŶt de l͛Ġtat 
stationnaire de chaque plage temporelle (en noir) et leur ajustement exponentiellement décroissant (en rouge) pour 
les plages de (1) à (3) (d) et de (1) à (6) (e). 
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2.5   Contrôle quantitatif du niveau de l’état stationnaire 
L͛utilisatioŶ du sǇstğŵe C‘YϮ/CIBN Ŷous peƌŵet d͛effeĐtueƌ des ƌeĐƌuteŵeŶts doŶt il est 
possible de modifier la distribution spatio-teŵpoƌelle. JusƋu͛à pƌĠseŶt Ŷous Ŷ͛ĠtioŶs Ƌue 
spectateurs du changement de niveau lorsque nous changioŶs les paƌaŵğtƌes d͛illuŵiŶatioŶ. Il a 
donc été nécessaire de trouver une approche pour prédire le niveau que nous souhaitons 
atteindre en fonction de ces paramètres. 
2.5.1   Choix du niveau final 
Les relations entre recrutement d͛uŶe paƌt et teŵps d͛eǆpositioŶ et puissance des lasers 
d͛autƌe paƌt (Figure 2-10) ne sont pas linéaires. Modifier ces paramètres ne semble donc pas 
être la manière la plus reproductible pour modifier le niveau du recrutement. Un autre levier 
utilisable pouƌ dĠplaĐeƌ l͛Ġtat fiŶal est la pĠƌiodiĐitĠ à laquelle nous envoyons les pulses de 
lumière. En pratique, c͛est une méthode efficace car : 
- elle ne nécessite pas la mise en pause de l͛oďseƌvation pour modifier les 
caractéristiques de l͛illuŵiŶatioŶ, 
- elle permet en parallèle de continuer de prendre des images tant que sa 
fréquence et sa durée restent inférieures à celles des films. 
Dans la suite nous proposons un modèle simple pour décrire le comportement du 
recrutement en fonction de la période des pulses T. Soient   et     le nombre de protéines 
CRY2-mCherry à la membrane juste avant (respectivement juste après) le     pulse de lumière 
bleue. Soit    le nombre de CRY2-mCherry dans le cytoplasme. La conservation de la quantité 
totale de CRY2 implique que pour tout   l͛ĠƋuatioŶ suiǀaŶte est satisfaite : 
            
où    est la quantité initiale de protéine CRY2 dans la cellule. Le nombre de CRY2-mCherry au 
temps     est le nombre juste après l͛activation précédente   , multiplié par la probabilité de 
se dissocier pendant l͛intervalle de temps  : 
                
La valeur de   à ĐoŶsidĠƌeƌ daŶs le Đas d͛uŶe aĐtiǀatioŶ gloďale est le teŵps de dissoĐiatioŶ 
de l͛oƌdƌe de ϭϴ0 secondes. DaŶs le Đas d͛aĐtivations locales,   est parfois plus petit du fait de la 
diffusion à la membrane. 
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Le nombre de protéines juste après une activation est égale au nombre de protéines juste 
avant cette activation plus le nombre de protéines recrutées par ce pulse - et proportionnel à la 
concentration cytoplasmique - d͛où : 
               
et l͛oďteŶtioŶ de l͛ĠƋuatioŶ : 
      [  ሺ   ሻ     ]       
dont la solution est : 
       ሺ   ሻ        ሺ   ሻ              (2.7) 
Détermination de   et    à partir d’un état stationnaire 
L͛ĠƋuatioŶ (2.7) possède deux inconnues :   et   . Expérimentalement ; le produit     est 
déterminé à partir du niveau final de la première courbe (Figure 2-20, a), effectuée avec une 
période très grande par rapport à   (    ), et la valeur de       est dĠteƌŵiŶĠe à l͛aide du 
premier pulse de lumière (Figure 2-20) 
 
Figure 2-20 : Contrôle quantitatif du niveau de recrutement en fonction de la périodicité. (a) En noir, signal 
TIRF de CRY2-mCherry au cours du temps, sur une même cellule, pour trois périodes différentes de photoactivation : 
T = 1s, T = 20s, T = 60s. En rouge, prédiction théorique des niveaux de fluorescence. (b) En rouge, prédiction 
théorique du niveau final de fluorescence en fonction de la périodicité des pulses. En noir sont tracées les deux lignes 
correspondant aux niveaux finaux obtenus expérimentalement. Les intersections entre lignes noires et courbe rouge 
permettent de remonter à la périodicité théorique des pulses. 
A partir de ces valeurs, nous avons tracé au cours du temps les valeurs des    (courbes 
rouges, Figure 2-20, a) et les avons comparées avec les valeurs expérimentales obtenues 
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(courbes noires). Nous observons que résultats théoriques et résultat expérimentaux ont le 
même aspect.  
De ce modèle, nous caractérisons l͛Ġtat statioŶŶaiƌe par le fait que           ce qui 
détermine la dépendance de   en fonction de T : 
            ሺ   ሻ (2.8) 
La représentation de    en fonction de   (courbe rouge, Figure 2-20, b), superposée aux 
lignes correspondant aux niveaux finaux atteints expérimentalement (courbes noires) 
détermine la valeur théorique de la périodicité des pulses. Ces niveaux correspondent à des 
pĠƌiodes de l͛oƌdƌe de Ϯ6 et 60 secondes, ce qui est en bon accord avec les périodes de 20 et 60 
secondes réellement utilisées. 
Détermination de   et    à partir de deux pulses de lumière 
Cette méthode pour contrôler le niveau de CRY2 Ŷ͛est pas totalement satisfaisante du fait 
de la manière de détermination des paramètres  et   . Elle implique en effet d͛effectuer une 
expérience préalable de recrutement avec une fréquence très rapide, ce qui génère des niveaux 
de recrutement très importants. Ce type de recrutement sera peut-être impossible à réaliser 
lorsque ce système sera couplé avec des protéines impliquées dans un réseau de signalisation 
biologique. Nous avons donc imaginé une approche simple à mettre en œuǀƌe pour déterminer 
ces deux paramètres sans trop perturber le système. A partir de deux petits recrutements 
successifs, il est possible d͛extraire les valeurs de  et    et ainsi prédéterminer le niveau de 
l͛Ġtat statioŶŶaiƌe. En reprenant les notations précédentes, nous pouvons écrire : 
           
         (  ሺ   ሻ    )   
d͛où l͛oďteŶtioŶ de   et    : 
     ቆ        ቇ         
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J͛ai doŶĐ ƌĠalisĠ des eǆpĠƌieŶĐes où j͛eŶǀoǇais suƌ les cellules deux pulses de lumière. Je 
laissais alors le recrutement disparaître puis effectuais uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt jusƋu͛à obtenir un état 
stationnaire (Figure 2-21, a). J͛ai pu aloƌs Đoŵpaƌeƌ le Ŷiǀeau fiŶal oďteŶu à Đelui espéré en 
tenant compte des paramètres  et    extraits des deux premières activation (Figure 2-21, b, c). 
Les résultats obtenus ont le bon ordre de grandeur attendu. La mesure de     et     étant 
ĐepeŶdaŶt tƌğs ďƌuitĠe, la dĠteƌŵiŶatioŶ de Đe Ŷiǀeau fiŶal est pƌĠĐise de l͛oƌdƌe de ϯϬ%. 
 
Figure 2-21 : Détermination des paramètres  et    à partir de deux pulses simples et prédiction du niveau final 
de recrutement. (a-c) Signal TIRF au cours du temps. La cellule est éclairée loĐaleŵeŶt d͛aďoƌd aǀeĐ deuǆ pulses 
espacés de 25 secondes, puis, après 10 minutes de pause, avec une activation régulière de période 25 secondes. (b) 
Zoom sur les deux pƌeŵieƌs pulses d͛aĐtiǀatioŶ ŶoƌŵalisĠs par la hauteur du premier pulse. En ligne rouge, niveau     et niveau   . ;ĐͿ )ooŵ suƌ la deuǆiğŵe paƌtie de l͛eǆpĠƌieŶĐe. LigŶe ƌouge, Ŷiǀeau final attendu en tenant 
compte des valeurs de  et    obtenues à partir de   et    
2.5.2   Diminution du temps de montée à l’état stationnaire 
Nous sommes capables de ĐoŶtƌôleƌ ƋuaŶtitatiǀeŵeŶt le Ŷiǀeau fiŶal d͛uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt de 
CRY2-mCherry, cependant, il est toujours soumis à la dynamique naturelle de montée vers le 
niveau final - dynamique fixée par les caractéristiques d͛illuŵiŶatioŶ. Nous avons imaginé 
changer la périodicité des pulses au cours du temps pouƌ atteiŶdƌe l͛Ġtat statioŶŶaiƌe en un 
Ŷoŵďƌe d͛iŵages ŵiŶiŵuŵ. Pour le faire, il faut d͛aďoƌd déterminer le nombre n de pulses 
requis pour atteindre une fraction x de l͛Ġtat statioŶŶaiƌe   qui nous interresse :         
D͛où 
   ሺ   ሻ        ሺ   ሻ                ሺ   ሻ               
     ሺ   ሻ        
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     ሺ   ሻ  ሺ   ሻ    ⁄  (2.9) 
Par exemple, pour       et x = 0,9 (avec       et       ), nous obtenons      soit 
140 secondes. Il faut donc 140 secondes pour atteindre un recrutement de 90 pourcent du 
niveau final pour une période de 20 secondes si  =0.2. 
Nous calculons de la même manière le nombre    de pulses nécessaires à atteindre le 
même niveau final, avec une périodicité     . Nous obtenons alors 
      (    )  ሺ   ሻ      ⁄   
         ⁄  ሺ   ሻ    ⁄  ሺ   ሻ  (2.10) 
En choisissant      , nous obtenons       pulses, soit 20 secondes. Il est donc possible 
de réduire le temps de montée d͛uŶ faĐteuƌ ϳ. Nous avons réalisé Đe tǇpe d͛eǆpĠƌieŶĐe (Figure 
2-22) ce qui a réduit significativement le temps de montée au niveau final, tout en reprenant 
aussitôt l͛aĐtiǀatioŶ de pĠƌiode   pour ne pas dépasser le niveau visé.  
 
Figure 2-22 : Raccourcir le temps de montée à l͛Ġtat statioŶŶaiƌe. EŶ Ŷoiƌ, sigŶal TIRF de CRY2-mCh normalisé 
par la valeur moyenne avant activation. Dans le cas de la courbe montant progressivement, il est envoyé un pulse 
de lumière bleue toutes les 25 secondes. Dans le cas de la montée rapide, cinq pulses de lumière bleue espacés de 5 
secondes sont initialement envoyés suiǀis d͛uŶe activation régulière de période 25 secondes. 
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2.6   Résumé 
Utiliser un microscope TIRF et un module de FRAP perŵet le ƌeĐƌuteŵeŶt et l͛oďseƌǀatioŶ 
de CRY2 à la membrane. 
Les phénomènes régissant la distribution spatiotemporelle de CRY2 à la membrane sont la 
diffusion cytoplasmique de CRY2, la diffusion membranaire de CIBN et la dissociation du 
complexe. 
La réponse spatiale a un pulse unique de lumière bleue est une distribution spatiale 
gaussieŶŶe. DaŶs le Đas d͛uŶ pulse ŵaiŶteŶu au Đouƌs du teŵps, Ŷous oďteŶoŶs uŶ pƌofil 
lorentzien. 
En régime stationnaire, la connaissance de la réponse du système a un pulse de lumière 
peƌŵet de ĐƌĠeƌ Ŷ͛iŵpoƌte Ƌuel tǇpe de distƌiďutioŶ spatiale de C‘YϮ. De plus, l͛étendue 
spatiale et le niveau du recrutement sont indépendants. 
C‘YϮ peut ġtƌe ƌeĐƌutĠ loĐaleŵeŶt aǀeĐ uŶe ƌĠsolutioŶ spatiale d͛eŶǀiƌoŶ ϱ µŵ et uŶe 
résolution temporelle de 3 minutes. 
Les paƌaŵğtƌes d͛illuŵiŶatioŶ, eŶ paƌtiĐulieƌ la puissaŶĐe et la duƌĠe d͛eǆĐitatioŶ des pulses 
de lumière ainsi que leur fréquence modifient le niveau de protéines recrutées.  
Ce niveau final ainsi que le temps de montée à ce niveau peuvent être choisis 
pƌĠalaďleŵeŶt à l͛eǆpĠƌieŶĐe eŶ ŵodifiaŶt la fƌĠƋueŶĐe des pulses de luŵiğƌe. 
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Chapitre 3 Migration par les RhoGTPases 
L͛étude précise des caractéristiques du système CRY2/CIBN a rendu possible la création de 
localisations subcellulaires de CRY2, sur des distances de l͛oƌdƌe de ϱ µm et avec une résolution 
teŵpoƌelle de l͛oƌdƌe de 3 minutes. L͛aĐtiǀitĠ eŶdogğŶe des RhoGTPases, observée avec les 
sondes de FRET, possède des distances ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de l͛oƌdƌe de Ϭ à ϭϬ µm et des temps 
caractéristiques de 30 secondes à 2 minutes. Par conséquent, ce système optogénétique 
possède les caractéristiques requises pour contrôler la distribution de pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt sur des 
échelles spatiotemporelles comparables à celles endogènes des RhoGTPases  
Dans ce chapitre, nous présenterons la stratégie de clonage employée pour activer 
localement les RhoGTPases Rac1, Cdc42 et RhoA et nous vérifierons expérimentalement cette 
activité. Nous décrirons ensuite de manière qualitative et quantitative les modifications 
phénotypiques locales Ƌu͛uŶe aĐtiǀatioŶ entraîne sur la cellule – modifications qui seront 
aďoƌdĠes d͛uŶ poiŶt de ǀue ŵolĠĐulaiƌe daŶs le Chapitƌe ϰ. 
Nous verrons également, suƌ l͛eǆeŵple de CdĐϰϮ et de RhoA, Ƌu͛une perturbation locale du 
réseau de signalisation des RhoGTPases, maintenue au cours du temps, peut être intégrée à 
l͛ĠĐhelle de la Đellule entière et entraîner un déplacement globale de celle-ci. 
Ensuite, nous présenterons une approche pour étudier, de manière systématique, le 
passage d͛uŶ Ġtat de polaƌisation à un autre, en couplant deux techniques expérimentales : 
l͛optogĠŶĠtiƋue et les micropatrons de fibronectine. Nous aborderons enfin quelques éléments 
de réflexion pour comprendre le phénomène de ƌĠgulatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de la ŵeŵďƌaŶe à 
longue distance. 
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3.1    Contrôle local de l’activité de RhoGTPases 
Dans cette thèse, nous cherchons une stratégie pour activer les RhoGTPases, permettant :  
- de ne pas surexprimer une protéine ayant par elle-même un effet sur les cellules 
- d͛atteiŶdƌe des ŵodifiĐatioŶs phĠŶotǇpiƋues de l͛oƌdƌe de Đelles Ƌui eǆisteŶt 
naturellement dans les cellules.  
Par exemple, fusionner une RhoGTPase constitutivement active à CRY2-mCherry et la 
localiser à la membrane ne respecte pas le second point, car nous ne contrôlons pas le nombre 
de RhoGTPase à la membrane par rapport à la quantité endogène. La stratégie que nous avons 
utilisée est une idée adaptée de l͛aƌtiĐle (69) et réutilisée une fois depuis dans notre laboratoire 
(83). Nous l͛aǀoŶs adaptée au système CRY2/CIBN, pour ĐoŶtƌôleƌ l͛aĐtiǀitĠ eŶdogğŶe de CdĐϰϮ 
et Rac1, et généralisée à la voie de signalisation de RhoA. 
3.1.1   Constructions moléculaires 
La méthode utilisée (Figure 1-33) se base sur une particularité des Guanine Exchange Factor 
(GEF), les activateurs de RhoGTPases, à savoir leurs structures en domaines (Figure 1-13). En 
enlevant de ces protéines tous les domaines impliqués dans la localisation et la régulation et de 
ne conserver que le doŵaiŶe spĠĐifiƋue d͛aĐtiǀatioŶ des RhoGTPases (domaine catalytique 
DHPH), ceci les empêche d͛ġtƌe localisées à la membrane, là où se situent les réserves de 
RhoGTPases. L͛Ġtape suiǀaŶte est la ĐƌĠatioŶ d͛une protéine de fusion entre ce domaine DHPH 
et la molécule CRY2-mCherry. En faisant exprimer aux cellules cette protéine en parallèle à 
CIBN-GFP, eŶ l͛aďseŶĐe de luŵiğƌe, la protéine GEF_DHPH-CRY2 diffuse librement dans le 
cytoplasme, mais en présence de lumière bleue, elle change de conformation, diffuse jusƋu͛à la 
membrane et se fixe à CIBN (Figure 3-1). La localisation du domaine DHPH des GEF, à proximité 
de la membrane, active les RhoGTPases endogènes à cet endroit.  
 
Figure 3-1 : Schéma résumé des processus en jeu lorsque GEF_DHPH-CRY2 est photoactivée localement. Les 
ronds jaune fusionnés à CRY2-mCherry correspondent aux domaines DHPH des GEF 
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J͛ai ĐoŶstƌuit trois plasŵides daŶs le ďut d͛aĐtiǀeƌ ‘aĐϭ, CdĐϰϮ et ‘hoA. Les deux premiers 
domaines DHPH, Tiam1 (noté Tiam1) et Intersectin (noté ITSN), Ƌue j͛ai fusioŶŶĠ à CRY2-
mCherry ont été récupérés des plasmides utilisés dans la publication (69) et activent 
respectivement Rac1 et Cdc42 (Figure 1-33). Concernant RhoA, il était important de trouver une 
GEF spécifique uniquement de cette RhoGTPase. Il est ressortit de conversations avec Guillaume 
Charras, Mathieu Piel et Buzz Baum que les GEF p115-RHoGEF (84)(85) et ArhGEF11 (appelée 
également PDZ-RhoGEF)(86) pourraient remplir ce rôle. A partir des bases de données 
protéiniques (en particulier www.uniprot.org), il est possible de connaitre les différents 
domaines d͛iŶteƌaĐtioŶ pƌĠsuŵĠs ou oďseƌǀĠs de ces protéines. Cela ŵ͛a peƌŵis d͛en 
déterminer leurs domaines DHPH que j͛ai fait sǇŶthĠtiser et insérer dans le vecteur de CRY2-
mCherry. 
3.1.2   Sondes fluorescentes des RhoGTPases 
Notre approche consiste à perturber un réseau de signalisation afiŶ d͛oďseƌǀeƌ les 
conséquences sur la morphologie de la cellule et la localisation de certaines protéines. Ceci 
suppose d͛observer en fluorescence d͛autƌes pƌotĠiŶes que CRY2/CIBN. Cependant, il est 
impossiďle d͛utiliser de lumière en dessous de 530 nm pouƌ faiƌe des iŵages d͛uŶe Đellule sans 
recruter CRY2-mCherry partout à la membrane. Cela signifie que les protéines fluorescentes 
BFP, CFP, GFP et YFP (Blue, Cyan, Green and Yellow Fluorescent Protein) ne sont pas utilisables. Il 
a été découvert en 2011 la protéine iRFP (infraRed Fluorescent Protein)(87) dont le pic 
d͛aďsoƌptioŶ est pƌoĐhe de 642 nm et celui d͛ĠŵissioŶ autour de 710 nm. Nous avons testé 
cette protéine et déterminé Ƌu͛un signal mCherry et un signal iRFP pouvaient être observés en 
parallèle, sans modifier la localisation cytoplasmique de CRY2-mCherry, et sans crosstalk entre 
ces deux fluorophores. 
Ce Ŷ͛est pas l͛uŶiƋue ŵĠthode pour observer un signal fluorescent sans modifier le 
recrutement de CRY2-mCherry. Dans le cas de recrutements locaux importants, nous pouvons 
utiliser un rapporteur associé à une GFP. L͛expérience consiste à activer CRY2 régulièrement et 
localement avec le module FRAP et à réaliser, de temps en temps, une image globale de la 
cellule en GFP eŶ utilisaŶt tƌğs peu d͛iŶteŶsitĠ luŵiŶeuse (une fois toutes les vingt activations 
par exemple). Cette image en GFP rend possible l͛oďseƌǀation d͛un rapporteur sans modifier de 
manière significative le recrutement précèdent – le cytoplasme étant largement déplété en 
CRY2 et la puissance lumineuse étant très faible. Cette technique a l͛aǀaŶtage de peƌŵettƌe auǆ 
ĐheƌĐheuƌs d͛utiliseƌ leurs plasmides GFP, sans les transformer en iRFP. Elle nécessite cependant 
la création du plasmide CIBN auquel il a été retiré la GFP. La preuve expérimentale de la 
transfection avec CIBN est alors notre aptitude à réaliser un recrutement local ou non.  
Dans cette thèse, je me suis restreint à l͛utilisatioŶ de pƌotĠiŶes ĐouplĠes à iRFP afin 
d͛oďseƌǀeƌ des effecteurs en continu.  
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3.1.3   Activation subcellulaire de Rac1 et de Cdc42 
Pouƌ ƌegaƌdeƌ l͛aĐtiǀitĠ de RhoGTPase, les outils les plus précis sont les sondes de FRET 
(Figure 1-19, b). Cependant, ces sondes ne sont pas compatibles avec le système CRY2/CIBN. 
Elles ont été développées en effet pour des couples de fluorophores dont un, au moins, doit 
être regardé avec une illumination en dessous de 530 nm. Une autre méthode pour quantifier 
Đette aĐtiǀitĠ est de ƌegaƌdeƌ la loĐalisatioŶ d͛effeĐteur de ces RhoGTPases. Dans cette optique, 
j͛ai faďƌiƋuĠ uŶ plasŵide codant une fusions entre iRFP et le doŵaiŶe d͛interaction de PAK1 
(PBD), domaine spécifique de Cdc42 et de Rac1 lorsqu͛ils sont actifs Figure 1-19, a). 
Nous avons donc transfecté des cellules HeLa avec les plasmides CIBN-GFP, Tiam1-CRY2-
mCherry et PBD-iRFP, pour lesquelles l͛illumination locale se traduit alors par un recrutement 
local de Tiam1-CRY2 à la membrane (Figure 3-2, a, b). Le signal PBD-iRFP initialement réparti de 
manière homogène dans la cellule s͛enrichi dans la zone de recrutement de Tiam1 (Figure 3-2, c, 
d), Đe Ƌui iŶdiƋue l͛aĐtiǀatioŶ de ‘aĐϭ. Le suivi des intensités de fluorescence iRFP et mCherry au 
cours du temps indique que ces deux sigŶauǆ, eŶ plus d͛ġtƌe ĐoƌƌĠlĠs spatialeŵeŶt, soŶt 
corrélés temporellement (Figure 3-2, e). 
 
Figure 3-2 : Activation locale de Rac1 et Cdc42. (a-d) Signal TIRF de Tiam1-CRY2 (a) et de PBD-iRFP (c) avant 
activation. (b, d) Signal différentiel de Tiam1 (b) et PBD (d) entre 100 secondes après le début des activations et 
avant. La ƌĠgioŶ d͛aĐtiǀatioŶ est ƌepƌĠseŶtĠe paƌ le ĐaƌƌĠ eŶ poiŶtillĠs ďleus. Hauteur des images : 60 µm. (e) 
QuaŶtifiĐatioŶ, daŶs la zoŶe d͛aĐtiǀatioŶ, au Đouƌs du teŵps, du ƌeĐƌuteŵeŶt de Tiaŵϭ ;eŶ ǀeƌtͿ et de PBD ;eŶ ŶoiƌͿ 
normalisés entre 0 et 1 pour cinq Đellules. ;fͿ QuaŶtifiĐatioŶ, daŶs la zoŶe d͛aĐtiǀatioŶ, au Đouƌs du teŵps, du 
recrutement de ITSN (en vert) et de PBD (en noir) normalisé entre 0 et 1 pour six cellules. 
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De la même manière, le recrutement local de ITSN-CRY2-mCherry à la membrane entraîne 
une augmentation du signal PBD-iRFP (Figure 3-2, fͿ, Đe Ƌui iŶdiƋue l͛aĐtiǀatioŶ de CdĐϰϮ. 
Ces recrutements de PBD-iRFP valident notre méthode : nous activons bien les RhoGTPases 
Cdc42 et Rac1. Nous notons suƌ Đes eǆpĠƌieŶĐes Ƌu͛un recrutement local de GEF_DHPH-CRY2 
crée également uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt d͛effecteur local, ce qui peut être interprété de deux façons. 
Soit les RhoGTPases ne diffusent pas ou peu relativement aux GEF_DHPH-CRY2, soit elles sont 
ƌapideŵeŶt dĠsaĐtiǀĠes loƌsƋu͛elles soƌteŶt de leur zone d͛activation. Ces expériences, réalisées 
à 0,1 Hz (1 image par 10 secondes), ne présentent pas de délai significatif entre les deux signaux 
de fluorescence mCherry et iRFP. L͛aĐtiǀatioŶ des ‘hoGTPases, pƌĠĐĠdaŶt Đe recrutement de 
PBD, est donc plus rapide que la dizaine de secondes. D͛autƌes expériences réalisées au 
laboratoire avec Tiam1 laissent supposer que ces interactions interviennent avec des temps 
caractéristiques de l͛oƌdƌe de la seĐoŶde. 
3.1.4   Activation subcellulaire de RhoA 
Pouƌ ƌegaƌdeƌ l͛aĐtiǀitĠ Đellulaiƌe de ‘hoA, Ŷous aǀoŶs fait sǇŶthĠtiser le plasmide codant la 
fusion entre iRFP et le doŵaiŶe d͛iŶteƌaĐtioŶ de la pƌotĠiŶe ‘hotekiŶe aǀeĐ ‘hoA (RBD)(88). Un 
recrutement local de ArhGEF11-CRY2-mCherry (ARH-CRY2-mCherry) s͛aĐĐoŵpagŶe alors d͛uŶe 
augmentation du signal fluorescent RBD-iRFP (Figure 3-3, a-d) indiquant que RhoA est 
effectivement activée localement. 
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Figure 3-3 : Activation locale de RhoA. (a-d) Signal TIRF de ARH-CRY2 (a) et de RBD-iRFP (c) avant activation. 
(b, d) Signaux différentiels de ARH (b) et RBD (d) entre 100 secondes après le début des activations et avant. La 
ƌĠgioŶ d͛aĐtiǀatioŶ est ƌepƌĠseŶtĠe paƌ le ĐaƌƌĠ eŶ poiŶtillĠs ďleus. Hauteur des images : 40 µm. (e) Quantification, 
daŶs la zoŶe d͛aĐtiǀatioŶ, au Đouƌs du teŵps, du ƌeĐƌuteŵeŶt de A‘H ;eŶ ǀeƌtͿ et de ‘BD ;eŶ ŶoiƌͿ ŶoƌŵalisĠe entre 
0 et 1 pour huit cellules. (f, g) Quantification à 1 Hz du recrutement de ARH sur cinq cellules (f) tout en regardant en 
même temps le signal RBD (g) 
A une fréquence de 0,ϭ Hz, il Ŷ͛est pas possiďle de diffĠƌeŶĐieƌ le recrutement de ARH et 
celui de RBD. En augmentant la fréquence d͛iŵageƌie à 1 Hz les recrutements de RBD suivent la 
dynamique de ARH avec un déĐalage teŵpoƌel Ŷ͛excédant pas 5 secondes (Figure 3-3, f, g). 
L͛aĐtiǀatioŶ de ‘hoA paƌ A‘H-CRY2 est donc plus rapide que 5 secondes. 
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3.2   Modification locale des propriétés de la cellule 
Nos expériences démontrent la capacité de cet outil optogénétique à créer une activation 
locale des RhoGTPases Rac1, Cdc42, RhoA. Nous allons ainsi étudier l͛effet de cette perturbation 
sur les réseaux de signalisation présents. Les RhoGTPases étant connues pour modifier la 
morphologie des cellules, nous allons prêter attention, en particulier, aux propriétés locales de 
celles-ci et en mesurer certaines caractéristiques telles que l͛aĐtiǀitĠ ŵeŵďƌaŶaiƌe loĐale et le 
tǇpe de stƌuĐtuƌe s͛Ǉ dĠǀeloppant. 
3.2.1   Analyse d’image 
Nous présentons ici les outils développés à partir de routines Matlab pour analyser les 
images DIC et TIRF et quantifier les modifications morphologiques observées. Il s͛agit, en 
particulier, de déterminer le contour des cellules, de quantifier au cours du temps le 
mouvement de membrane et d͛observer le déplacement de structures internes.  
Deux sortes d͛aŶalǇses, Ƌualitatiǀes et ƋuaŶtitatiǀes, peuǀeŶt ġtƌe effeĐtuĠes sur ces 
images en respectant certaines règles - pour ne pas biaiser les résultats. Les analyses 
qualitatives ont pour but de souligner et/ou de révéler la présence de structures cellulaires 
locales/globales particulières. La détermination du contour cellulaire, à paƌtiƌ d͛iŵage DIC, fait 
partie de ces cas où les pƌopƌiĠtĠs de l͛iŵage et les ǀaleuƌs du ĐoŶtƌaste soŶt modifiables de 
manière non homogène, quitte à saturer certains pixels (Figure 3-4).  
 
Figure 3-4 : Eǆeŵple de filtƌage d͛iŵage. (a) Image DIC non filtrée d͛uŶe Đellule HeLa suƌ uŶ patƌoŶ arbalète de 
diamètre 45 µm. La valeur du gradient de luminosité est obtenue grâce à un filtre gaussien de largeur la demi 
laƌgeuƌ de l͛iŵage. EŶ diǀisaŶt aloƌs l͛iŵage ;aͿ paƌ l͛iŵage filtƌĠe et en jouant sur le contraste, nous obtenons 
l͛iŵage ;ďͿ, dont les détails sont davantage visibles. Hauteuƌ de l͛iŵage : 72 µm. 
Ce Ŷ͛est pas le Đas, eŶ ƌeǀaŶĐhe, des aŶalǇses ƋuaŶtitatiǀes, eŶ paƌtiĐulieƌ loƌs de 
quantifications des niveaux de fluorescence, pour lesquelles la valeur de chaque pixel compte. 
Dans ce deuxième cas, leur normalisation également est importante et doit être justifiée en 
fonction de ce que représente le signal de fluorescence - Đoŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs aďoƌdĠ daŶs le 
Chapitre 2.  
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Détermination du contour d’une cellule 
AfiŶ d͛Ġtudieƌ les ĐhaŶgeŵeŶts ŵoƌphologiƋues d͛uŶe Đellule, il est iŵpoƌtaŶt de suiǀƌe son 
contour, de manière automatique, au cours du temps. La méthode développée est différente en 
DIC et en fluorescence de par la manière dont l͛iŶfoƌŵatioŶ est contenue dans ces images. 
DaŶs le Đas d͛iŵages de fluoƌesĐeŶĐe, l͛idĠe pƌiŶĐipale est d͛en extraire le signal du bruit. 
Pour différencier les pixels qui correspondent à des protéines fluorescentes réelles, nous 
pouǀoŶs dĠteƌŵiŶeƌ d͛aďoƌd le Ŷiǀeau du ďƌuit de Đette iŵage paƌ l͛utilisatioŶ de la foŶĐtioŶ 
« graythresh » par exemple. En ne conservant alors que les pixels supérieurs à cette valeur, nous 
obtenons une image binaire (Figure 3-5, d, e). Si ces images ont été sur-échantillonnées 
temporellement, nous pouvons éventuellement commencer par moyenner sur deux images 
consécutives les signaux de fluorescence, ce qui en diminue le bruit. 
DaŶs le Đas d͛uŶe iŵage DIC, l͛appƌoĐhe est différente. Ce type de microscopie révèle les 
diffĠƌeŶĐes d͛iŶdiĐes optiques locaux, ce qui met en avant les contours de la cellule notamment. 
UŶe Đellule saŶs ǀaƌiatioŶ d͛iŶdiĐe apparaît homogène et grise, aloƌs Ƌu͛à la tƌaŶsitioŶ eŶtƌe uŶe 
membrane et un liquide extérieur, là où la diffĠƌeŶĐe d͛iŶdice est importante, le signal passe 
brutalement du blanc au noir - ou inversement. Nous recherchons donc, daŶs l͛iŵage, ces 
différences rapides de contraste. Pour cela, nous utilisons la fonction Matlab « edge », qui est 
ďasĠe suƌ l͛utilisatioŶ d͛un filtre de Sobel, qui calcule une approximation des gradients de 
l͛iŵage, à partir de la valeur des pixels les plus proches. Le résultat est une image binaire, 
constituée de pixels blancs au niveau des zones de forte variatioŶ d͛iŶdiĐe (Figure 3-5, a, b). 
 
Figure 3-5 : Méthode d͛eǆtƌaĐtioŶ des contours. (a) Image DIC identique à celle présentée Figure 3-4. En 
appliquant la fonction « edge » nous obtenons (b). ;dͿ SigŶal TI‘F d͛uŶe Đellule HeLa exprimant un plasmide 
mCherry. En ne conservant que les pixels supérieurs au niveau de bruit, une image binaire est obtenue (e). Les 
iŵages ;ĐͿ et ;dͿ soŶt les ƌĠsultats d͛uŶe dilatation des pixels des images (b) et (e). Hauteur des images (a-c) :72 µm, 
(d-f) : 132 µm  
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A partir de ces images binaires, les étapes suivantes sont identiques. Nous cherchons un 
objet de forme fermée et d͛aiƌe supĠƌieuƌe à Ϯϱ µŵ². Nous pouǀoŶs donc dilater les pixels 
blancs pour joindre les différentes régions, remplir les pixels noirs en leur sein et supprimer 
toutes celles de taille inférieure à 25 µm² (Figure 3-6). 
 
Figure 3-6 : Derniğƌes Ġtapes de la dĠteƌŵiŶatioŶ du ĐoŶtouƌ d͛uŶe Đellule. Ces iŵages ĐoƌƌespoŶdeŶt à la suite 
de l͛aŶalǇse d͛iŵage précédente. (a) Image obtenue après avoir rempli les trous présents dans les différentes 
régions de l͛iŵage ( Figure 3-5, c). (b) Image obtenue ensuite, après avoir supprimé les régions inférieures à 25 µm² 
et après avoir érodé les régions d͛autaŶt Ƌu͛elles avaient été dilatées (c). L͛iŵage ;dͿ ƌepƌĠseŶte l͛iŵage iŶitiale 
corrigée pour le gradient de luminosité sur laquelle est surimprimé en blanc le contour, déterminé à partir du 
périmètre de la ƌĠgioŶ de l͛iŵage ;c). Hauteur des images (a-d) :72 µm 
Pouƌ pallieƌ à l͛Ġtape pƌĠĐĠdeŶte de dilatatioŶ des piǆels, il faut éroder les régions restantes 
d͛autaŶt Ƌu͛elles avaient été dilatées. Pour obtenir le contour des cellules, il suffit alors d͛eŶ 
considérer le périmètre. Toutes les propriétés géométriques qui nous intéressent, telles que la 
position de son barycentre et son ellipticité, sont ensuite extraites de cette image à l͛aide de la 
fonction « regionprops ». 
Analyse du mouvement de la membrane 
DaŶs le Đadƌe de l͛activation locale de RhoGTPases, je me suis également intéressé à des 
détails plus fins et plus locaux que le contour global de la cellule. Il faut par exemple trouver un 
ŵoǇeŶ de ƌepƌĠseŶteƌ l͛aĐtiǀitĠ locale du mouvement d͛uŶe ŵeŵďƌaŶe sans avoir à regarder un 
film tout entier, Đoŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs ǀu pƌĠĐĠdeŵŵeŶt ;Figure 2-16) avec la réalisation de 
kymographes. Plus précisément, il s͛agit de ƋuaŶtifieƌ la ǀaleuƌ des piǆels le loŶg d͛uŶe ligŶe 
passaŶt paƌ uŶe zoŶe d͛iŶtĠƌġt. Ces kymographes mettent en avant la localisation du front de la 
membrane, au cours du temps, à paƌtiƌ d͛iŵages de fluoƌesĐeŶĐe (Figure 3-7, c) par exemple. 
Il est alors possible de déterminer des vitesses de protrusion et de rétraction grâce aux 
données de distance et de temps extraites de ces kymographes, comme nous le réutiliserons 
par la suite. De plus, cette méthode, appliquée à une image DIC, met en évidence les 
corrélations temporelles entre les évènements de rétraction de la membrane et 
l͛ĠpaississeŵeŶt de Đelle-ci (flèches noires, Figure 3-7, b). 
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La méthode des kymographes offre une bonne visualisation des mouvements 
membranaires au cours du temps et donne accès à ses vitesses de propagation. Cependant, 
toute l͛aĐtiǀitĠ de la ŵeŵďƌaŶe Ŷe se ƌĠduit pas à Đes pƌotƌusioŶs et Ŷe peut ġtƌe Đoŵpƌise 
uŶiƋueŵeŶt le loŶg d͛uŶe diŵeŶsioŶ. 
 
Figure 3-7 : Exemples de kymographes. ;aͿ Pƌeŵiğƌe iŵage d͛uŶ filŵ d͛uŶe Đellule HeLa. (b, ĐͿ L͛aǆe hoƌizoŶtal 
est le teŵps, le filŵ total est d͛uŶe duƌĠe de ϯϯ minutes. (b) Kymographes effectués à partir du film DIC selon les 
quatre lignes présentées en (a) Les deux flèches noires soulignent deux évènement de rétraction de la membrane. (c) 
Kymographe effectué à partir du film de fluorescence de cette même cellule. (a-ĐͿ Baƌ d͛ĠĐhelle : 10 µm. 
En effet, il est difficile avec cette technique de quantifier la présence de structures 
membranaires précises comme la création de filopode, la création de vague interne de 
rétraction et la création de vésicules. La ŵaŶiğƌe doŶt j͛ai tƌaitĠ Đe pƌoďlğŵe se ďase suƌ 
l͛utilisatioŶ de la foŶĐtioŶ « edge » présentée précédemment. Cette fonction, à partir des 
images DIC, permet de retrouver les structures locales importantes de la cellule – car possédant 
de foƌts gƌadieŶts d͛iŶdiĐe (Figure 3-8, c). 
La représentativité de ces struĐtuƌes paƌ ƌappoƌt à la taille totale de l͛iŵage est aloƌs 
quantifiable en comptant le nombre de pixel blancs obtenus après analyse. En considérant que 
la ƌepƌĠseŶtatiǀitĠ de Đes stƌuĐtuƌes est uŶe ŵesuƌe de l͛aĐtiǀitĠ Đellulaiƌe, il est possiďle 
d͛utiliseƌ Đes ǀaleuƌs pouƌ Đoŵpaƌeƌ l͛aĐtiǀitĠ de diffĠƌeŶtes ƌĠgioŶs. La ǀaliditĠ de Đes ŵesuƌes 
augŵeŶte loƌsƋu͛elles soŶt ĐoƌƌigĠes paƌ la suƌfaĐe ŵeŵďƌaŶaiƌe et ƌepƌĠseŶte aloƌs uŶe 
deŶsitĠ d͛aĐtiǀitĠ de ŵeŵďƌaŶe au Đouƌs du teŵps. Paƌ eǆeŵple, l͛aĐtiǀitĠ de ŵembrane (Figure 
3-8, dͿ daŶs la ƌĠgioŶ Ŷoiƌe diŵiŶue aloƌs Ƌue la deŶsitĠ d͛aĐtiǀitĠ daŶs Đette ŵġŵe ƌĠgioŶ Ŷoiƌe 
ne varie pas (Figure 3-8, eͿ, il Ŷ͛est doŶĐ pas possiďle de ĐoŶĐluƌe ƋuaŶt à l͛augŵeŶtation de 
l͛aĐtiǀitĠ daŶs Đette ƌĠgioŶ. En revanche, ces deux mesures augmentent pour la région rouge 
ϭϮϱ seĐoŶdes apƌğs le dĠďut du filŵ, Đe Ƌui iŶdiƋue uŶe ƌĠelle augŵeŶtatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ 
cellulaire dans cette région. 
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Figure 3-8 : QuaŶtifiĐatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ loĐale de ŵeŵďƌaŶe. ;aͿ Iŵage DIC d͛uŶe Đellule HeLa. Le ĐaƌƌĠ ƌouge 
et le noir indiquent la région où est quantifiée l͛aĐtiǀitĠ ŵeŵďƌaŶaiƌe. Baƌƌe d͛ĠĐhelle : 10 µm. (b) Zoom sur les deux 
régions utilisĠes pouƌ l͛aŶalǇse. Les ƌĠsultats de l͛aŶalǇse soŶt les deux images binaires présentées en (c). Le nombre 
de pixels blancs dans les images analysées au cours du temps est présenté en (d) et sa ŶoƌŵalisatioŶ paƌ l͛aiƌe de la 
cellule dans la région considérée est représentée en (e). 
Segmentation de points focaux d’adhésion 
La dĠteƌŵiŶatioŶ des ĐaƌaĐtĠƌistiƋues du ĐoŶtouƌ d͛uŶe Đellule et de l͛aĐtiǀitĠ de 
membrane ont nécessité deux analyses différentes, du fait des hypothèses effectuées. Dans le 
premier cas, nous cherchons une structure très grande et homogène alors que dans le 
deuxième, nous quantifions des structures beaucoup plus petites et locales, mais aucune 
hypothèse de forme, ni de stƌuĐtuƌe Ŷ͛est présupposée. 
Ces méthodes sont améliorées lorsque nous connaissons davantage de propriétés des 
éléments à détecter. Par exemple, les poiŶts foĐauǆ d͛adhésions sont des structures de taille 
caractéristique entre 0 et 5 µm², dont la forme caractéristique est comprise entre un disque et 
une ellipse très allongée. La connaissance de ces propriétés peƌŵet d͛aŵĠlioƌeƌ nos analyses et 
de retirer tous les éléments qui ne correspondent pas à ces structures. 
Il est possible de modifier les images dans leur domaine de Fourrier afin de retirer toutes 
les loŶgueuƌs d͛oŶdes spatiales qui ne correspondent pas auǆ ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de l͛oďjet 
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recherché. Par exemple, retirer les points ne possédant pas de corrélation spatiale à un pixel de 
distance supprime du ďƌuit ďlaŶĐ de l͛iŵage. En amplifiant les valeurs correspondantes à des 
structures espacées de quelques micromètres - trois à dix pixels - nous amplifions le contraste 
pour deux points focaux proches spatialement. Le résultat de cette technique est une 
amélioration de la segmentation des points focaux (Figure 3-9, c, d). 
 
Figure 3-9 : Exemple de segmentation de points focaux. (a) Signal TIRF associé à la protéine vinculine-iRFP 
exprimée par une cellule HeLa. (b) Image obtenue après un lissage des niveaux de fluorescence par un filtre gaussien 
et un filtrage dans le domaine de Fourier. (c) Quantification de la fluorescence le long de la flèche blanche pour 
l͛iŵage ;aͿ;hautͿ et l͛iŵage ;ďͿ;ďasͿ. L͛iŵage ;dͿ pƌĠseŶte le ƌĠsultat ĐoŶĐeƌŶaŶt la segmentation de ces points 
foĐauǆ d͛adhĠsioŶ. (a, b, d) Hauteur des images :72 µm 
Les diffĠƌeŶtes teĐhŶiƋues d͛aŶalǇse d͛iŵage que nous venons de présenter ont été 
utilisées tout au long de ma thèse pour eǆtƌaiƌe l͛iŶfoƌŵatioŶ des filŵs aiŶsi Ƌue pouƌ pƌĠseŶteƌ 
sur papier certains des éléments dynamiques les constituant.  
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3.2.2   Recrutement local de Tiam1 
Nous venons de voir que Tiam1, recrutée à la membrane, active localement la réserve 
endogène de RhoGTPases Rac1 en moins de 10 secondes. Nous allons montrer que sur des 
échelles temporelles plus longues, ce recrutement génère des changements morphologiques à 
la membrane. Les résultats présentés dans ce paragraphes sont extraits d͛uŶ filŵ, ŵais tous les 
films réalisés (N>10) nous présentent les mêmes éléments. 
EŶ aŶalǇsaŶt l͛activité membranaire dans la région de recrutement de Tiam1, nous 
observons Ƌu͛elle augmente moins de 50 secondes après le début des illuminations (Figure 
3-10, c), ce qui est en accord avec l͛effet de ‘aĐϭ daŶs les Đellules : généré des protrusions à 
partir de l͛activation de la voix de signalisation Arp2/3 (49)(68). Dans cette expérience, les 
kǇŵogƌaphes iŶdiƋueŶt la foƌŵatioŶ d͛uŶe pƌotƌusioŶ possédant une vitesse de 3 µm/min 
(encadré rouge, image TIRF, Figure 3-10, b). Cette première étape de protrusion dure environ 4 
minutes et diminue en intensité pour se stabiliser à une vitesse moyenne de l͛oƌdƌe de Ϭ,3 
µm/min sur les 15 minutes suivantes. Le kymographe des images DIC de ce film montre que 
cette avancée de membrane n͛est pas continue (encadré rouge, image DIC, Figure 3-10, b). Les 
traces lumineuses sur ce kymographe nous indiquent que cette protrusion membranaire est 
ĐoŶstituĠe d͛une succession de phases de protrusion et de rétraction possédant une dynamique 
beaucoup plus rapide.  
 
Figure 3-10 : QuaŶtifiĐatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de ŵeŵďƌaŶe loƌs d͛uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt de Tiaŵϭ. ;aͿ Iŵage DIC d͛uŶe 
cellule HeLa transfecté avec Tiam1 et CIBN. La région carrée en pointillés blancs ƌepƌĠseŶte la ƌĠgioŶ d͛aĐtiǀatioŶ de 
période 25 secondes. La ligne rouge et la ligne noire représentent les lignes selon lesquelles les kymographes de (b) 
sont effectués. Ces kymographes sont réalisés sur les films des images DIC ainsi que sur les images TIRF mCherry 
permettant de quantifier la quantité de Tiam1 à la membrane. (c) Graphe représentant en vert la quantité de Tiam1 
à la membrane et eŶ ďleu l͛aĐtiǀitĠ ŵeŵďƌaŶaiƌe ƋuaŶtifiĠs daŶs la ƌĠgioŶ de recrutement. Le mini graphe inclus 
dans le graphe (c) est un zoom au temps court du graphe (c). Les lignes bleus et en pointillés blancs (b-c) 
représentent la période pendant laquelle la cellule a été soumise à des pulse de lumière bleue. Barres d͛ĠĐhelle : 10 
µm. Durée des films représentés en (b) : 20 minutes avec une image toutes les 5 secondes. 
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Le détail de la dǇŶaŵiƋue d͛uŶe de Đes pƌotƌusioŶ est pƌĠseŶtĠ sur la Figure 3-11. Au 
départ, un front uniforme de membrane se forme et croît dans la direction perpendiculaire au 
bord de la cellule. LoƌsƋue la ĐƌoissaŶĐe de Đette pƌotƌusioŶ s͛aƌƌġte, les ďoƌds s͛ĠpaississeŶt, se 
rejoignent et se rétractent. La quantification de ce phénomène de protrusion/rétraction sur une 
durée de 400 secondes (Figure 3-11, e) valide ce qui avait été supposé lors du tracé des 
kymographes de la Figure 3-10 et observé en regardant le film. Il existe bien différentes phases 
successives de protrusion/rétraction. 
 
Figure 3-11 : DǇŶaŵiƋue d͛uŶe pƌotƌusioŶ de ŵeŵďƌaŶe daŶs uŶe zoŶe de ƌeĐƌuteŵeŶt de Tiam1. (a-d) 
Images DIC extraites d͛uŶ zooŵ suƌ la foƌŵatioŶ d͛uŶe pƌotƌusioŶ de ŵeŵďƌaŶe. De (a) à (d), t=0s, t=15s, t=3set 
t=45s. Hauteur des images : 20 µm. ;eͿ QuaŶtifiĐatioŶ daŶs Đette ƌĠgioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de ŵeŵďƌaŶe au Đouƌs du 
temps sur 7 minutes. Les gƌaŶdes ǀaleuƌs d͛aĐtiǀitĠ ĐoƌƌespoŶdeŶt auǆ ĠǀğŶeŵeŶts de ƌĠtƌaĐtioŶ de la ŵeŵďƌaŶe. 
Le dernier élément observé dans ce film est la formation de macro vésicules de tailles 
comprises entre 2 et 10 µm de diamètre. Ces vésicules peuvent avoir pour origine un repliement 
de la membrane sur elle-même, ce qui crée une poche de milieu externe Ƌui sous l͛aĐtioŶ de la 
teŶsioŶ de ŵeŵďƌaŶe et d͛ĠǀeŶtuels aĐteuƌs ŵolĠĐulaiƌes génère ces vésicules rondes. 
 
Figure 3-12 : FoƌŵatioŶ loĐale de ǀĠsiĐules loƌs de l͛aĐtiǀatioŶ de Tiaŵϭ. ;a-d) Images DIC d͛uŶ zooŵ suƌ la 
cellule de la Figure 3-10. Les images sont espacées de 1 minute et 30 secondes. Les astérisques de couleur indiquent 
au cours du temps la localisation de quatre vésicules différentes. Hauteur des images : 30 µm.  
Toutes les desĐƌiptioŶs de l͛activation locale de Rac1 concernent des phénomènes locaux, 
cependant, ces activations ont des conséquences sur le phénotype des cellules à plus grande 
échelle. Le kymographe de la ligne noire (encadré noir, Figure 3-10, b), en dehors de la zone 
d͛illuŵiŶatioŶ, ŵoŶtƌe uŶe diŵiŶutioŶ de l͛aĐtiǀitĠ et une rétraction de la membrane au cours 
du temps. La comparaison de la position de cette cellule entre le début du film et après 20 
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ŵiŶutes d͛aĐtiǀatioŶs loĐales ;Figure 3-13) indique que son ďaƌǇĐeŶtƌe s͛est dĠplaĐĠ et Ƌue la 
ŵeŵďƌaŶe à l͛opposĠ de la ƌĠgioŶ d͛aĐtiǀatioŶ s͛est rétractée. 
 
Figure 3-13 : DĠfoƌŵatioŶ gloďale de la Đellule loƌs d͛uŶe aĐtivation locale de Rac1. En rouge, contour initial de 
la cellule de la Figure 3-10. EŶ ǀeƌt loĐalisatioŶ fiŶale de Đette Đellule apƌğs ϮϬ ŵiŶutes d͛illuŵiŶatioŶ ;T=25s) dans la 
région carrée en pointillés noirs. Hauteuƌ de l͛iŵage : 95 µm. 
3.2.3   Recrutement local de Intersectin 
L͛aĐtiǀatioŶ locale de Rac1 crée des structures cellulaires locales mais génère également un 
changement morphologique sur une échelle spatiale plus grande. Dans ce paragraphe, nous 
regardons s͛il eŶ est de ŵġŵe loƌs de l͛aĐtiǀatioŶ de CdĐϰϮ. Les résultats présentés ici sont 
basées sur trois films, mais les mêmes phénomènes ont été observés sur un plus grand nombre 
de cellules (N>40). 
La première observation qui nous intéresse est de savoir quel est le comportement de la 
membrane lors du recrutement local de ITSN. Les chercheurs qui ont publié pour la première 
fois Đe tǇpe d͛expérience (69) Ŷ͛ayant pas évoqué de mouvement de membrane, nous nous 
attendons à ce que l͛aĐtiǀatioŶ loĐale de CdĐϰϮ Ŷe soit pas suffisaŶte pour créer un changement 
local de morphologie.  
Dans nos expériences, le recrutement de ITSN à la membrane (Figure 3-14, a, b, c) entraîne 
la ĐƌĠatioŶ d͛aĐtiǀitĠ ŵeŵďƌaŶaiƌe eŶ l͛espaĐe de ϭ à Ϯ ŵiŶutes (Figure 3-14, e). Comme dans le 
cas de Tiam1, nous observons sur les images DIC des vagues de protrusion et de rétraction et la 
formation de vésicules à l͛iŶtĠƌieuƌ de la Đellule de taille comprise entre 2 et 10 µm de diamètre. 
Des différences avec les observations précédentes existent cependant, comme la formation 
de types différents filopodes (flèches noires, Figure 3-14). Les premiers sont des filopodes fins 
qui explorent la lamelle et soit accrochent dessus, soit fusionnent avec la membrane. Les 
deuxièmes observés semblent être poussés par et canaliser en même temps une protrusion de 
ŵeŵďƌaŶe. Le deǀeŶiƌ de Đe deuǆiğŵe tǇpe est le ŵġŵe Ƌue le pƌeŵieƌ tǇpe, s͛aĐĐƌoĐheƌ ou 
être réintégré dans la membrane. L͛oďseƌǀatioŶ de filopode daŶs le Đas de l͛aĐtiǀatioŶ de CdĐϰϮ 
Ŷ͛est pas ĠtoŶŶaŶt, Đe sont par exemples les structures majeures Ƌui ƌessoƌteŶt loƌs d͛uŶe 
surexpression de Cdc42 (Figure 1-14). 
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Figure 3-14 : Effets loĐauǆ d͛uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt de ITSN. ;a-c) Signal TIRF de ITSN-CRY2 avant (a), juste après (b) 
et 50 minutes après (c) le début des activations de période 25 secondes. Hauteur des images : 90 µm. La région 
d͛aĐtiǀatioŶ est ƌepƌĠseŶtĠe eŶ poiŶtillĠs ďleus. ;dͿ )ooŵ suƌ la ƌĠgioŶ d͛aĐtiǀatioŶ. Iŵages DIC ϰ, ϴ, ϮϬ, 30 et 50 
minutes apƌğs le dĠďut des aĐtiǀatioŶs. FlğĐhes Ŷoiƌes, filopodes d͛iŶtĠƌġt. FlğĐhe ǀeƌte, pƌĠseŶĐe de ǀĠsiĐules. 
Hauteur des images : 55 µm. ;eͿ QuaŶtifiĐatioŶ du ƌeĐƌuteŵeŶt de ITSN C‘YϮ eŶ ǀeƌt et de l͛aĐtiǀitĠ de ŵeŵďƌaŶe 
en bleu daŶs la ƌĠgioŶ d͛aĐtiǀatioŶ. 
Concernant la protrusion de membrane perpendiculaire à la membrane préexistante, nous 
notons, dans une partie des cas, la même dynamique pour ITSN que celle observée dans le cas 
de Tiam1. Cependant, un autre type de protrusion de membrane se forme parfois (Figure 3-15, 
a) eŶ s͛appuǇaŶt de ĐhaƋue côté sur des filopodes préexistants. Si, par ailleurs, ces filopodes 
sont accrochés sur la lamelle, alors la protrusion ne se rétractera pas. 
 
Figure 3-15 : StƌuĐtuƌes ĐƌĠĠes paƌ uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt loĐal de ITSN. ;aͿ SĠƋueŶĐe d͛iŵages DIC ĐoƌƌespoŶdaŶt à 
la pƌotƌusioŶ d͛uŶ laŵellipode à paƌtiƌ de deux filopodes. Images séparées de 30 secondes. Hauteur des images : 20 
µŵ. ;ďͿ SĠƋueŶĐe d͛iŵage DIC ĐoƌƌespoŶdaŶt à la pƌotƌusioŶ d͛uŶ laƌge laŵellipode. Iŵages espaĐĠes de Ϯ ŵiŶutes. 
Hauteur des images : 45 µm. (c) Image de fluorescence de ITSN. Nous observons le déplacement au cours du temps 
d͛uŶe ǀĠsiĐule ;flğĐhe ŶoiƌeͿ eŶƌiĐhie eŶ ITSN. Images séparées de 30 secondes. Hauteurs des images : 45 µm. 
Nous avons observé la foƌŵatioŶ d͛uŶ troisième type de protrusion, un large lamellipode 
plat sans aucun de filopode (Figure 3-15, b). La dynamique de cette membrane a été 
déterminée dans le cas des kymographes de la Figure 3-7. A partir de cette figure, deux vitesses 
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de protrusion apparaissent, une vitesse initiale rapide de l͛oƌdƌe de ϭϭ µm/min pendant 1 
minute, sans phase de rétraction et une suivante plus lente de l͛oƌdƌe de Ϯ,5 µm/min, 
entrecoupée de phases de rétraction de vitesse 0,4 µm/min. 
Lors de l'activation locale de Cdc42, nous avons vu la formation de petites vésicules 
internes de diamètre inférieur à 2 µm. Ces vésicules possédaient un mouvement dirigé sur des 
distances supérieures à la dizaine de micromètres. Une explication probable de ce phénomène 
est Ƌu͛elles résultent d͛uŶ pƌoĐessus d͛eŶdoĐǇtose et sont ainsi recouvertes de CIBN ainsi que 
de RhoGTPases inactives. Quand ITSN est recruté à leur surface, les RhoGTPases présentes sont 
activées et de l͛aĐtiŶe ďƌaŶĐhĠe est polymérisée de ŵaŶiğƌe isotƌope. Dğs loƌs Ƌu͛uŶe ďƌisuƌe de 
symétrie est créée, cela propulse ces vésicules comme dans le cas des comètes d'actine, 
décrites dans l͛aƌtiĐle (89), créées par un recrutement de Arp2/3 à la membrane. Dans nos 
expériences, ces vésicules soŶt dĠplaĐĠes à uŶe ǀitesse de l͛oƌdƌe de ϰ µm/min +/-1 µm/min et 
continuent d͛aǀaŶĐeƌ pendant encore environ 3 minutes après avoir quitté la zone d'activation, 
ce qui correspond au temps nécessaire aux complexes CRY2-CIBN pour se dissocier. 
Comme dans le cas de Rac1, les activations locales de Cdc42, maintenues sur des durées 
d͛uŶe ǀiŶgtaiŶe de ŵiŶutes, créent un mouvement global de la cellule, mouvement que nous 
détaillerons dans la suite de cette thèse. 
3.2.4   Recrutement local de ArhGEF11 
Nous avons vu précédemment que le plasmide ARH-CRY2 active localement RhoA. 
CoŶtƌaiƌeŵeŶt à l͛aĐtiǀatioŶ de ‘aĐϭ et de CdĐϰϮ, un recrutement local de ARH-CRY2 ne crée 
pas d͛aĐtiǀitĠ ŵeŵďƌaŶaiƌe après 1 à 2 minutes. La membrane commence cependant à se 
rétracter après une dizaine de minutes de recrutement continu (Figure 3-16). Dans un premier 
temps, son aspect change pour devenir plus granuleux. Cette contraction de la cellule est suivie 
de sa rétraction, à une vitesse de 0,1 à 0,5 µm/min, ce qui laisse sur la lamelle des fibres de 
rétraction, comme dans le cas de la migration spontanée (90). Cette rétraction des cellules 
correspond au phĠŶotǇpe atteŶdu ƋuaŶt à l͛aĐtiǀatioŶ des ǀoies de sigŶalisatioŶs foƌŵiŶes et 
myosines associées à RhoA, comme nous le verrons dans le Chapitre 4. 
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Figure 3-16 : Effet d͛uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt loĐal de A‘H. ;a-d) Images DIC de quatre séquences de rétractions pour 
des cellules photoactivées dans la région bleue (1 pulse de lumière toute les 20s). Hauteur des images (a, b) 42 µm, 
(c,d) 40 µm. 
Au cours de ces expériences, Ŷous Ŷ͛aǀoŶs pas oďseƌǀĠ la formation d͛autres types de 
structures locales. Cependant, ce recrutement local de ARH génère des modifications à longue 
distance. Il entraîne, en effet,  deux types de comportements : des protrusions plates, 
remarquables à la difficulté de les détourer correctement (ligne noire, Figure 3-17, a, b) et des 
protrusions actives et volumineuses (flèches noires, Figure 3-17, c, d). 
 
Figure 3-17 : Effet gloďal d͛uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt local de ARH. (a-d) Images DIC de cellules activées dans la région 
bleue. (a, b) Image avant (a) et 20 minutes après (b) le début des activations. En noir est mis en avant le contour de 
la protrusion formée. (c, d) Image avant (c) et 40 minutes après (d) le début des activations. Les flèches noires 
indiquent trois structures très actives. (a-d) Hauteur des images : 90 µm. 
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3.3   Intégration globale de la perturbation 
Nous venons de voir l'effet local d'une activation de Rac1, Cdc42 et de RhoA sur la création 
d'activités de membrane, de filopodes, de vésicules ainsi que sur la rétraction. Cependant, il est 
apparu sur ces films que les modifications phénotypiques locales ont également des 
conséquences à l'échelle globale de la cellule (Figure 3-14 et Figure 3-17). A paƌtiƌ d͛uŶe 
activation subcellulaire asymétrique de ces RhoGTPases, nous avons observé la ĐƌĠatioŶ d͛uŶe 
zoŶe pƌotƌusiǀe et d͛uŶe zoŶe se ƌĠtƌaĐtaŶt. Nous aǀoŶs donc décidé d'étudier plus en détail 
cette polarisation globale de la cellule ainsi que la dynamique de déplacement des différents 
fronts qui se créent lors de ces activations. 
Dans le cadre d͛activations asymétriques de Cdc42 et de RhoA, nous quantifierons deux 
éléments simples comme schématisés sur la Figure 3-18. Après avoir défini l'axe de la cellule, à 
partir du barycentre de la zone de recrutement et de l'autre extrémité de la cellule, nous 
déterminerons l'évolution de chacune des intersections des bords des cellules avec cet axe. Cela 
permet de quantifier la dynamique de polarisation avant/arrière de celle-ci ainsi que le 
déplacement au cours du temps de la membrane. Nous calculerons de plus l'évolution de l'aire à 
chacune de ses extrémités au cours du temps. 
 
Figure 3-18 : Schéma des éléments quantifiés au cours des expériences. La positioŶ de l͛aǀaŶt, de l͛aƌƌiğƌe et 
du noyau des cellules sont représentés paƌ ƌappoƌt à l͛aǆe de polaƌitĠ (flèche noire). Nous mesurons, de plus, les 
aires avant et arrière (négative) de la cellule. 
3.3.1   Intersectin 
Le phĠŶotǇpe oďseƌǀĠ loƌs d͛uŶe aĐtiǀatioŶ loĐale de Cdc42 est une protrusion qui se forme 
là où ITSN est ƌeĐƌutĠ. Mais Đette pƌotƌusioŶ Ŷ͛est pas toujouƌs souteŶue par les mêmes 
phénotypes, comme Ŷous l͛avons vu précédemment. Sur dix-sept cellules observées, quinze ont 
eu un comportement global comparable. Nous avons en particulier analysé celui de cinq d͛eŶtƌe 
elles et moyenné ces phénotypes au cours du temps. Pour effectuer le recrutement local de 
ITSN, la ƌoutiŶe d͛aĐtiǀatioŶ ĐoŵŵeŶĐe 80 secondes apƌğs le dĠďut de l͛eǆpĠƌieŶĐe paƌ cinq 
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pulses de lumière espacés de 4 secondes puis est maintenue par un pulse toutes les 20 
secondes pendant 30 minutes. 
Le contour des cellules au cours du temps montre qu͛elles se polarisent systématiquement 
daŶs l͛aǆe ĐƌĠĠ paƌ la loĐalisatioŶ de la zoŶe de photoactivation et le point de la cellule le plus 
éloigné de la perturbation (Figure 3-19, e). Concernant le déroulement de ces changements 
morphologiques, nous observons que les deux extrémités de la cellule ne se mettent pas en 
mouvement avec la même dynamique (Figure 3-19, f). En moins de 2 minutes après les 
premières activations, la membrane dans la zone de recrutement se déplace sur des distances 
de l'ordre de 5 µm avec une vitesse moyenne de protrusion de 3 µm/min. Au bout d͛une dizaine 
de minutes, la ǀitesse de l͛aǀaŶt a diminuée jusƋu͛à atteiŶdƌe environ 0,35 µm/min et l'arrière 
commence à se déplacer dans la même direction que l'avant. 
 
Figure 3-19 : QuaŶtifiĐatioŶ de la polaƌisatioŶ iŶduite paƌ l͛aĐtiǀatioŶ loĐale de CdĐϰϮ. Iŵage TIRF et DIC 
d͛uŶe Đellule aǀaŶt ;a, ĐͿ et apƌğs ϮϬ ŵiŶutes d͛eǆposition de période 20 secondes (b – image différentielle, d). (a-d) 
Hauteur des images : 100 µm. (e) Segmentation du contour de cette cellule au cours du temps, les profils vont du 
ďleu ;dĠďut de l͛eǆpĠƌieŶĐeͿ au ƌouge ;fiŶ de l͛eǆpĠƌieŶĐe). La zone de photoactivation est représentée en pointillés 
bleus. (f) En vert, quantification au cours du temps de la quantité de protéines ITSN recrutées à la membrane et du 
dĠplaĐeŵeŶt des eǆtƌĠŵitĠs de la Đellule ;fͿ pouƌ l͛aǀaŶt ;eŶ ŶoiƌͿ et pouƌ l͛aƌƌiğƌe (en bleu) de celles-ci. L͛aǀaŶt et 
l͛aƌƌiğƌe de la Đellule soŶt dĠteƌŵiŶĠs Đoŵŵe pƌĠseŶtĠs daŶs la Figure 3-18. La tƌaŶspaƌeŶĐe iŶdiƋue l͛ĠĐaƌt tǇpe 
sur ces mesures (N=5). 
Les Đouƌďes de l͛ĠǀolutioŶ des aiƌes de l͛aǀaŶt et de l͛aƌƌiğƌe des cellules, en fonction du 
temps, nous montrent les mêmes éléments : une protrusion ƌapide à l͛aǀaŶt de la Đellule, suivi 
de son ralentissement et de la rétraction à l͛autƌe eǆtƌĠŵitĠ (Figure 3-20, a). 
L͛eǆpliĐatioŶ de ce changement de ǀitesse de pƌotƌusioŶ Ŷ͛est pas ĠǀideŶte. UŶe eǆpliĐatioŶ 
à Đe phĠŶoŵğŶe pouƌƌait ǀeŶiƌ de la ĐoŵpaƌaisoŶ au ĐhaŶgeŵeŶt de ǀitesse loƌs de l͛ĠtaleŵeŶt 
de cellules fibroblastes (91). Dans ce cas particulier, il a été montré que la cellule protrude 
ƌapideŵeŶt du fait d͛uŶe réserve importante de membrane disponible. Cependant, quand les 
réserves internes diminuent, il est plus difficile de puiser de la membrane pour faire des 
protrusions, ce qui en ralentit la dynamique. 
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La ƌepƌĠseŶtatioŶ de l͛aiƌe de la Đellule au Đouƌs du teŵps souligŶe un dernier phénomène : 
l͛augŵeŶtatioŶ de soŶ aire arrière aux temps courts. Cela s͛eǆpliƋue paƌ le recrutement à 
longue distance de quelques protéines ITSN.  
Lors de ces expériences, certaines de ces cellules, cotransfectées avec H2B-iRFP ont permis 
la caractérisation en parallèle du déplacement du noyau. Ce déplacement possède la même 
dǇŶaŵiƋue Ƌue l͛aƌƌiğƌe de la Đellule (Figure 3-20, c). Ces ƌĠsultats et l͛oďseƌǀatioŶ des filŵs de 
ces expériences, indiquent que, dans ces conditions, le déplacement du noyau est un 
phénomène passif et seƌait ĐoŶtƌaiŶt paƌ le dĠplaĐeŵeŶt de l͛aƌƌiğƌe de la Đellule, Đontrairement 
à ce qui est observé dans des fibroblastes (92). 
 
Figure 3-20 : MouǀeŵeŶt Đellulaiƌe et ŵouǀeŵeŶt du ŶoǇau. ;aͿ QuaŶtifiĐatioŶ de l͛ĠǀolutioŶ de l͛aiƌe aǀaŶt 
(noir) et arrière (bleu) de la cellule, pour le ŵġŵe tǇpe d͛aĐtiǀatioŶ Ƌue suƌ la Figure 3-19. (b) Image des signaux du 
noyau (en bleu) et du recrutement de ITSN (en rouge) d͛uŶe de Đes Đellules. (c) Quantification du déplacement du 
noyau (en rouge) en fonction du déplacement de l͛aǀaŶt (noir) et de l͛arrière (bleu) de la cellule. 
3.3.2   ArhGEF11 
J͛ai ƌĠalisĠ les mêmes expériences sur des cellules exprimant ARH-CRY2-mCherry et CIBN-
GFP pour lesquelles le recrutement local de ARH était créé vingt images (soit 80 secondes) après 
le début de l͛eǆpĠƌieŶĐe avec un pulse de lumière bleue toutes les 20 secondes pendant environ 
30 minutes. De nouveau, une large majorité des cellules transfectées a présenté un 
comportement identique (douze cellules sur les seize quantifiées). 
Sur ces expériences, une polarité avant/arrière se dessine clairement et est bien corrélée 
avec l'axe défini par la zone de recrutement et la zone la plus à l'opposé de celle-ci dans la 
cellule (Figure 3-21, e). A la différence de ce que nous avons observé avec l'activation de ITSN, 
et en accord avec les quantifications de nos observations locales, aucune réponse cellulaire 
Ŷ͛est oďseƌǀĠe avant 10 minutes. La rétraction commence à partir d'une quinzaine de minutes 
après l'activation de RhoA et possğde uŶe ǀitesse de ƌĠtƌaĐtioŶ ŵoǇeŶŶe de l͛oƌdƌe de Ϭ,Ϯϱ 
µm/min. La ĐoŵpaƌaisoŶ de l͛ĠǀolutioŶ de l͛aiƌe à l͛aǀaŶt et de Đelle à l͛aƌƌiğƌe ŵoŶtƌe uŶe foƌte 
corrélation : l'avant protrude en même temps que l'arrière se rétracte (Figure 3-21, f). 
94 Chapitre 3.   Migration par les RhoGTPases 
 
Figure 3-21 : QuaŶtifiĐatioŶ de la polaƌisatioŶ iŶduite paƌ l͛aĐtiǀatioŶ loĐale de ‘hoA. Iŵage TI‘F et DIC d͛uŶe 
cellule avant (a, c) et après (b – iŵage diffĠƌeŶtielle, dͿ ϮϬ ŵiŶutes d͛eǆposition de période 20 secondes. (a-d) 
Hauteur des images : 92 µm. ;eͿ SegŵeŶtatioŶ du ĐoŶtouƌ d͛uŶe Đellule au Đouƌs du teŵps, les pƌofils vont du bleu 
;dĠďut de l͛eǆpĠƌieŶĐeͿ au ƌouge ;fiŶ de l͛eǆpĠƌieŶĐe). La zone de photoactivation est représentée en pointillés verts. 
(f) Quantification au cours du temps de la quantité de protéines ARH (en vert) recrutées à la membrane et de 
l͛ĠǀolutioŶ de l͛aire des cellules (fͿ pouƌ l͛aǀaŶt ;eŶ ŶoiƌͿ et pouƌ l͛aƌƌiğƌe (en bleu). Analyse réalisée sur cinq cellules. 
A partir des recrutements locaux de ITSN et de ARH, deux types de réponses cellulaires, 
avec des déroulements temporels différents, ont été mis en avant. Cependant, ces expériences 
ne nous permettent pas de comprendre comment la cellule répond aussi rapidement à une 
activation de Cdc42 et à quoi est dû le dĠlai d͛une dizaine de minutes pour que l'arrière de la 
cellule se mette en mouvement. Par la suite, nous aborderons quelques pistes pour expliquer la 
manière dont les cellules créent leur polarité avant/arrière à chaque extrémité simultanément 
daŶs le Đas d͛uŶe aĐtiǀatioŶ de ‘hoA. 
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3.4   Inversion de la polarité 
Nous ǀeŶoŶs de ǀoiƌ Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ asǇŵĠtƌiƋue de ‘hoGTPases entraîne la polarisation 
de cellules ne possédant initialement aucune polarité prédéfinie. Associées à l͛oďseƌǀatioŶ de 
marqueurs fluorescents, ces expériences doivent améliorer notre compréhension de la mise en 
plaĐe de l͛oƌgaŶisatioŶ Đellulaiƌe ŶĠĐessaiƌe à Đette polaƌitĠ. Dans la continuité de ces 
expériences, nous avons regardé si cette polarisatioŶ dĠpeŶdait de l͛Ġtat iŶitial daŶs leƋuel la 
Đellule se tƌouǀe. EŶ ĐouplaŶt Ŷotƌe appƌoĐhe à l͛utilisatioŶ de micropatron, nous pouvons créer 
une polarité cellulaire initiale et tenter de la modifier avec un signal optogénétique. 
3.4.1   Doubles patrons arbalètes 
Une solution simple pour observer des cellules avec une polarisation avant/arrière claire 
est de les déposer suƌ des patƌoŶs de fiďƌoŶeĐtiŶe eŶ foƌŵe d͛arbalète (55). L͛idĠe Ƌue j͛ai 
développée est de déposer des cellules sur des patrons arbalètes semblables (de 50 µm de coté) 
mais se faisant face deux à deux (Figure 3-22, a). Leur taille est choisie de telle sorte Ƌu͛uŶe 
Đellule Ŷe puisse s͛Ġtaleƌ Ƌue suƌ uŶe seule des arbalètes à la fois et Ƌue l͛eŶseŵďle puisse ġtƌe 
visualisé dans le champ de vue de la caméra. 
 
Figure 3-22 : PƌĠseŶtatioŶ de la ŵoƌphologie d͛uŶe Đellule suƌ uŶ patƌoŶ douďle aƌďalğte. ;aͿ Iŵage TI‘F du 
signal fibrinogène-647 utilisé pour visualiser la présence des patrons de fibronectine. (b) Iŵage DIC d͛uŶe Đellule suƌ 
uŶ patƌoŶ douďle aƌďalğte suƌ laƋuelle est suƌiŵposĠe l͛image des patrons fluorescents. Echantillonnage de trois 
positions de la cellule à Ϯh d͛iŶteƌǀalle (expériences de 12 heures). Hauteurs des images : 110 µm. 
Ces patrons créent ainsi deux positions d͛équilibre stable espacées d͛uŶe ďaƌƌiğƌe de 
poteŶtiel Ƌu͛il faut franchir pour passer de l͛uŶe à l͛autƌe de ces positions. Les cellules HeLa, 
déposées sur ces patrons, s͛étalent alors complètement d͛uŶ ĐôtĠ ou de l͛autƌe. Filmées sur plus 
de 12h consécutives, elles présentent des phénotypes dynamiques. L͛avant de la cellule crée un 
laŵellipode tƌğs aĐtif et l͛aƌƌiğƌe forme régulièrement des protrusions sur le second patron 
(Figure 3-22, b). Nous Ŷ͛aǀoŶs Đependant jamais observĠ d͛osĐillatioŶ eŶtƌe les deux positions 
d͛ĠƋuiliďƌe (N=25). 
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3.4.2   Inversion de la polarité avec ITSN 
Nous avons reproduit ces expériences avec des cellules transfectées avec ITSN-CRY2 et 
CIBN en activant localement Cdc42. Dans celles-ci, la ƌĠgioŶ d͛aĐtiǀatioŶ est modifiée au fur et à 
mesure pour être toujours localisée sur le bord de la cellule, à l͛opposĠ du laŵellipode. Comme 
observé précédemment, le recrutement de ITSN crée une protrusion dans cette direction 
(Figure 3-23). En la maintenant sur une durée de 30 minutes, cela force la cellule à continuer de 
se déplacer dans cette direction et la fait migrer sur le patron initialement inoccupé. 
 
Figure 3-23 : Filŵ de la ŵigƌatioŶ d͛uŶe Đellule suƌ douďle patƌoŶ aƌďalğte loƌs d͛uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt de ITSN. ;aͿ 
Iŵages DIC d͛uŶe Đellule. ;ďͿ Images TIRF du recrutement de ITSN dans cette même cellule pour une activation 
toutes les 20 secondes. EŶ ďleu est ƌepƌĠseŶtĠe la zoŶe d͛aĐtiǀatioŶ Ƌui Ġǀolue au Đouƌs du teŵps. Hauteur des 
images : 85 µm 
QuaŶd Ŷous aƌƌġtoŶs d͛eŶǀoǇeƌ de la luŵiğƌe, (Figure 3-24, b), la cellule recouvre une 
positioŶ d͛ĠƋuiliďƌe à Đette Ŷouǀelle plaĐe et Ǉ ƌeste. Après une vingtaine de minutes, la 
réactivation de CdĐϰϮ à l͛aƌƌiğƌe de Đette Đellule ĐƌĠe de l͛aĐtiǀitĠ de membrane et force à 
nouveau la cellule à repasser du côté opposé (Figure 3-24, c). 
Ces expériences ont déterminé Ƌue l͛ĠǀğŶeŵeŶt de passage d͛uŶ patƌoŶ à l͛autƌe est uŶ 
ĠǀğŶeŵeŶt ďeauĐoup tƌop ƌaƌe pouƌ Ƌu͛uŶe Đellule l͛effeĐtue ŶatuƌelleŵeŶt. CepeŶdaŶt, aǀeĐ 
les outils d͛optogĠŶĠtiƋue, Ŷous soŵŵes Đapaďles de réorganiser la cellule au point que la 
polaƌitĠ ĐƌĠĠe paƌ l͛aĐtiǀatioŶ des ‘hoGTPases soit supĠƌieuƌe à la polarité induite par la 
présence du patron arbalète. Ce système est donc une plateforme intéressante pour étudier en 
parallèle le maintien et le changement de polarité cellulaire. 
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Figure 3-24 : PositioŶs staďles d͛ĠƋuiliďƌe de la Đellule. Surimpression des images DIC, mCherry (rouge) et 
fibrinogène-647 (bleu) avant activation (a), après la fin de la pƌeŵiğƌe ƌoutiŶe d͛aĐtiǀatioŶ ;b) et après la deuxième 
ƌoutiŶe d͛aĐtiǀatioŶ (c). Baƌƌe d͛ĠĐhelle : 20 µm. 
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3.5   Mécanismes d’intégration globale de la polarité 
Nous venons d͛oďseƌǀeƌ trois cas où l͛aĐtivation locale des RhoGTPases, maintenue sur une 
durée supérieure à la dizaine de minutes, entraîne des modifications globales de la morphologie 
des cellules. Dans le cas de Cdc42 et de RhoA, la quantification précise du déplacement des 
cellules laisse à penser que ce ne sont pas les mêmes phénomènes qui interviennent lors de la 
création de la polarité de la cellule. Cependant, ces expériences ont en commun que la 
perturbation locale que nous créons est intégrée par la cellule en une réponse globale. 
D͛apƌğs la littĠƌatuƌe, plusieuƌs ĠlĠŵeŶts pouƌƌaieŶt eǆpliƋuer ce que nous observons. Dans 
la fin de ce Chapitre nous présentons les trois pistes principales explorées : une régulation à 
longue portée entre RhoGTPases, un effet de la tension de membrane et la ĐoŶsĠƋueŶĐe d͛uŶ 
flux interne de cytoplasme. 
3.5.1   Régulation des RhoGTPases à longue portée 
Il est ĐoŵŵuŶĠŵeŶt aĐĐeptĠ Ƌue l͛aĐtiǀitĠ loĐale d͛uŶe RhoGTPase est régulée localement 
par les autres RhoGTPases. D͛apƌğs la littĠƌatuƌe, la pƌĠseŶĐe de CdĐϰϮ pourrait activer 
localement Rac1 et inhiberait RhoA (Figure 3-25, a) (47). AuĐuŶ ĐoŶseŶsus Ŷ͛a pourtant été 
clairement trouvé, comme l͛iŶdiƋue l͛eǆisteŶĐe de plus d͛uŶe dizaiŶe de ŵodğles (47). 
 
Figure 3-25 : Figure adaptée de (47) présentant un modèle de régulations entre RhoGTPases (a), le système 
considéré (b) ainsi que le résultat théorique obtenu à partir de ce modèle pour la distribution spatiale théorique des 
RhoGTPases(c). 
Ce type de régulation expliquerait les vagues de protrusion et de rétraction de la 
membrane ainsi que la polarité globale avant/arrière présentée par les cellules en migration par 
exemple (47). Cependant ce phénomène d͛aĐtiǀatioŶ/iŶhiďitioŶ loĐale Ŷ͛est pas parfaitement 
compris au niveau moléculaire (93). 
En considérant, comme postulat de base, que les RhoGTPases régulent leurs activités 
réciproques localement, en aĐtiǀeƌ uŶe loĐaleŵeŶt ŵodifie à loŶgue distaŶĐe l͛aĐtiǀitĠ des 
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autres. Si Cdc42, par exemple, a la ĐapaĐitĠ d͛iŶhiďeƌ loĐaleŵeŶt ‘hoA et Ƌue, au cours du 
temps, le nombre de protéines Cdc42 actives est gardé constant, alors par un simple effet de 
balance, le Ŷoŵďƌe de ‘hoA aĐtiǀes à l͛autƌe eǆtƌĠŵitĠ deǀƌait augŵeŶteƌ. 
C͛est le tǇpe de ƌaisoŶŶeŵeŶt Ƌue foŶt les auteuƌs de l͛aƌtiĐle (47). En prenant comme base 
le modèle de la Figure 3-25, (a), ils déterminent numériquement la répartition finale de RhoA, 
Rac1 et Cdc42. Certaines analyses de ces auteurs reproduisent alors la polarité avant/arrière, 
concernant la répartition des RhoGTPases observée pour des cellules en migration (Figure 3-25, 
c). 
Pour tester la validité de ces idées dans notre modèle, j͛ai transfecté des cellules 
simultanément avec les plasmides CIBN-GFP, ITSN-CRY2-mCherry et RBD-iRFP. Lorsque nous 
créons une activation locale de Cdc42 suƌ des duƌĠes de l͛oƌdƌe de la dizaiŶe de ŵiŶute, ni 
diminution locale, ni augmentation à longue distance du ƌappoƌteuƌ d͛aĐtiǀitĠ de ‘hoA ne sont 
observées. Le ŵġŵe tǇpe d͛expérience mené suƌ des Đellules où j͛aĐtiǀais loĐaleŵeŶt ‘hoA et 
regardais le signal PAK1 Ŷ͛a pas peƌŵis d͛oďseƌǀeƌ, ni à courte, ni à longue échelle, de 
localisation spécifique de PBD-iRFP. D͛apƌğs Đes eǆpĠƌieŶĐes, avec la résolution associée aux 
soŶdes i‘FP de l͛aĐtiǀitĠ des ‘hoGTPases, il seŵďle doŶĐ Ƌu͛il Ŷ͛Ǉ ait pas d͛iŶteƌaĐtioŶ diƌeĐte 
entre RhoA, Rac1 et Cdc42. 
3.5.2   Tension de membrane 
Certaines expériences ne sont pas explicables par ce type de régulation. C͛est le Đas, par 
exemple, de l͛augmentation de la tension de membrane, dans un neutrophile initialement 
polarisé, qui génère iŶstaŶtaŶĠŵeŶt uŶe ƌĠoƌgaŶisatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ ‘aĐϭ de la Đellule (Figure 
3-26)(94). 
 
Figure 3-26 : ChaŶgeƌ la teŶsioŶ de ŵeŵďƌaŶe ŵodifie l͛aĐtiǀitĠ des RhoGTPases. (a) Schéma de principe de 
l͛eǆpĠƌieŶĐe. UŶe Đellule iŶitialeŵeŶt polaƌisĠe et possédant une région avec une forte activité Rac1 (en vert) est 
soumise à une augmentation de tension, ce qui délocalise Rac1. (b) Images de l͛eǆpĠƌieŶĐe correspondant au 
schéma (a). Figure adaptée de (94) 
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Il serait intéressant alors de réfléchir à un autre phénomène qui régulerait l͛aĐtiǀitĠ des 
RhoGTPases et de la membrane à longue portée : la tension de membrane. Cette tension 
modifierait localement et à grande distance les propriétés physiques de la membrane, ainsi que 
de son environnement proche. Cela modifierait les affiŶitĠs d͛autƌes pƌotĠiŶes avec la 
membrane et entraînerait des changements de conformation ainsi que des relocalisations de 
certaines d͛eŶtƌe elles (95). Les changements locaux et globaux de tension membranaire, ayant 
pouƌ oƌigiŶe l͛aĐtiǀatioŶ locale et globale des RhoGTPases, entraîneraient une réorganisation 
locale et gloďale d͛effeĐteuƌs aiŶsi Ƌue de pƌotĠiŶes ĐoŶtƌôlaŶt l͛aĐtiǀitĠ de Đes mêmes 
RhoGTPases elles-mêmes. 
Pour tester ces hypothèses, il faudrait refaire les expériences décrites dans ce Chapitre tout 
en modifiant la tension globale de la membrane. Nous devrions par exemple regarder si un 
recrutement local de ARH crée toujours une protrusion à longue portée, dans le cas de cellules 
plongées dans une solution enrichie en sucrose - cette solution hypertonique ayant pour effet 
de diminuer la tension membranaire (94). 
3.5.3   Flux de cytosol 
DaŶs le Đas d͛uŶe aĐtiǀatioŶ loĐale de A‘H, uŶ deƌŶieƌ phĠŶoŵğŶe peut expliquer le 
phénotype observé. Cette idée se base sur la corrélation temporelle entre la rétraction de 
l͛aƌƌiğƌe de la Đellule et la pƌotƌusioŶ de l͛aǀaŶt (Figure 3-21, f). Si le recrutement de ARH réduit 
localement le volume de la cellule et s͛il y a conservation du volume total de celle-ci, alors le 
volume cellulaire à l͛autƌe eǆtƌĠŵitĠ doit augmenter. C͛est l͛idĠe Ƌui a été développée dans 
l͛article (96) où le volume total des cellules en division est considéré constant, tandis que le 
volume de ses deux extrémités oscille autouƌ d͛uŶe ŵoǇeŶŶe ;Figure 3-27) du fait de variations 
locales de la contractilité. 
 
Figure 3-27 : SĐhĠŵa pƌĠseŶtaŶt le pƌiŶĐipe des oďseƌǀatioŶs faites paƌ les auteuƌs de l͛aƌticle (96) concernant 
les oscillations de volumes chez une cellule en division. 
Dans le cas de cellules adhérentes, une contraction locale liée à RhoA pourrait créer un flux 
de cytoplasme qui entraînerait l͛augŵeŶtatioŶ du volume à l͛opposĠ. Cela pouƌƌait aloƌs ĐƌĠeƌ 
une protrusion qui, si elle s͛attache à la lamelle, conduit la cellule à se déplacer. Pour tester 
cette hypothèse, nous pourrions par exemple co-injecter des billes suffisamment petites pour 
être libres dans le cytoplasme (<50 nm) et certaines plus grosses (>100 nm) qui seraient 
bloquées par le cytosquelette. Il faudrait regarder alors si le mouvement moyen des petites 
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billes suit le mouvement global de la cellule. “i Đ͛est le cas, cela validerait l͛hǇpothğse stipulant 
que les modifications membranaires ne sont pas uniquement liées à des effets des RhoGTPases 
mais aussi à un flux global de cytosol. 
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3.6   Résumé 
Recruter localement les domaines DHPH de Tiam1, Intersectin et ArhGEF11 permet 
d͛aĐtiǀeƌ eŶ ŵoiŶs de ϭϬ seĐoŶdes les RhoGTPases Rac1, Cdc42 et RhoA respectivement. 
Les ƌeĐƌuteŵeŶts de Tiaŵϭ et IT“N ĐƌĠeŶt de l͛aĐtiǀitĠ de ŵeŵďƌaŶe là où les ‘hoGTPases 
sont activées, sous forme de protrusions/rétractions de membrane et de formation de vésicules 
en moins de 5 minutes. Les recrutements de ITSN favorisent la formation de filopodes. 
L͛aĐtiǀatioŶ loĐale de CdĐϰϮ ĐƌĠe uŶe pƌotƌusioŶ eŶ ŵoiŶs de Ϯ ŵiŶutes puis eŶtƌaiŶe le 
dĠplaĐeŵeŶt de l͛aƌƌiğƌe de la Đellule eŶ uŶe ƋuiŶzaiŶe de ŵiŶutes, soŶ ŶoǇau suiǀaŶt la 
dǇŶaŵiƋue de l͛arrière. 
L͛aĐtiǀatioŶ loĐale de ‘hoA gĠŶğƌe eŶ paƌallğle uŶe ƌĠtƌaĐtioŶ loĐale de la ŵeŵďƌaŶe et la 
foƌŵatioŶ d͛uŶe pƌotƌusioŶ Đellulaiƌe à l͛opposĠ, eŶ uŶe ƋuiŶzaiŶe de ŵiŶute. 
Les patrons double-arbalètes forcent une polarisation ne pouvant pas être inversée 
ŶatuƌelleŵeŶt paƌ les Đellules, ŵais Ƌui est ƌeŶǀeƌsaďle eŶ aĐtiǀaŶt loĐaleŵeŶt CdĐϰϮ à l͛aide de 
ITSN-CRY2. 
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Chapitre 4 Dissection moléculaire de l’activation de 
RhoA 
Nous venons de voir qu͛il est possiďle d͛utiliser le système CRY2/CIBN pour créer une 
activation locale des RhoGTPases Rac1, Cdc42 et RhoA. Ce recrutement, loƌsƋu͛il est ŵaiŶteŶu 
au cours du temps, entraîne une modification globale de l͛oƌgaŶisatioŶ de la cellule. Nous avons 
vu, de plus, dans le Chapitre 2, que ce système optogénétique permet de contrôler précisément 
la quantité de protéines recrutées à la membrane.  
Dans ce Chapitre, nous regarderons les détails moléculaires de la réorganisation interne de 
la cellule. En effet les ‘hoGTPases Ŷ͛oŶt pas uŶe aĐtioŶ diƌeĐte suƌ l͛aĐtiǀitĠ de la ŵeŵďƌane, 
mais agisseŶt paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe d͛effecteurs Đoŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs pƌĠseŶtĠ daŶs l͛Introduction. 
Ces éléments ont des rôles particuliers, que ce soit concernant l͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ le suďstƌat, la 
création des protrusions et la rétraction de la membrane, tous nécessaires à la polarité pendant 
la migration. 
Nous allons nous attacher à comprendre les phénomènes expliquant la contraction d͛une 
cellule. D͛apƌğs la littĠƌatuƌe, Đette ĐoŶtraction est directement reliée à la structure du 
cytosquelette des cellules, à leur capacité à le mettre en tension et à leur adhésion sur la 
lamelle (14)(22)(23). Nous nous sommes donc intéressés à la distribution des points focaux 
d͛adhésion et à leur évolution temporelle lors de l͛aĐtiǀation locale de RhoA. Nous avons 
ensuite regardé de manière systématique la réponse de cellules à un recrutement local de ARH 
et avons corrélé l͛aŵplitude de ce signal au cours du temps à la ƋuaŶtitĠ d͛actine recrutée. Par 
ailleurs, nous avons regardé plus précisément les interactions entre filaments d͛actine et 
myosines, pour comprendre les phénomènes à la base de la contraction des cellules ainsi que 
son déroulement dynamique.  
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4.1   Dynamique des points focaux 
Un des éléments clé dans la compréhension de la manière dont une cellule se réorganise 
pour se polariser et se déplacer de manière globale sur une lamelle passe par l'observation des 
contacts créés entre la cellule et la lamelle. Nous avons donc décidé de regarder la localisation 
et l'évolution des points focaux, au cours d'expériences d'activation de Cdc42 et de RhoA. Cela 
devrait améliorer notre compréhension de l͛iŶteƌaĐtioŶ diƌeĐte eŶtƌe l͛aĐtiǀitĠ des ‘hoGTPases, 
la quantité et la taille des points focaux, ainsi que le rôle de ces points focaux dans la 
polarisation globale des cellules.  
4.1.1   Intersectin 
Pour regarder la dynamique des points focaux, nous avons créé le plasmide Vinculine-iRFP 
(97). Lors de recrutements de ITSN à la membrane – et doŶĐ d͛aĐtiǀatioŶ de CdĐϰϮ-, deux types 
de protrusions sont observables, s͛aĐcompagnant de deux réponses différentes, quant à 
l͛oƌgaŶisatioŶ des poiŶts foĐauǆ.  
Le premier type de phénomène correspond aux protrusions décrites dans la Figure 3-14, où 
nous observons une activité membranaire importante, due à la formation siŵultaŶĠe d͛uŶ 
lamellipode et de filopodes (Figure 4-1, a, b). Dans ce cas, il est notable que les filopodes qui 
s'accrochent à la lamelle sont fortement enrichis en vinculine. De plus, ce phénotype 
s͛aĐĐoŵpagŶe d͛une réorganisation des points focaux entre la cellule et la lamelle (Figure 4-1, 
c). 
Dans le cas de la formation d'une large protrusion plate, qui ne présente pas d͛aĐtiǀitĠ de 
filopode et de rétraction, aucun nouveau point focal n͛est oďseƌǀĠ. Est-Đe paƌĐe Ƌu͛ils Ŷe sont 
pas visibles à notre résolution, du fait de leur petite taille ? Est-Đe Ƌu͛ils sont enrichis en une 
autƌe pƌotĠiŶe d͛adhĠsioŶ Ƌue vinculine ? Ou bien est-ce que ces protrusions ne sont pas 
adhérentes ? 
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Figure 4-1 : LoĐalisatioŶ des poiŶts foĐauǆ loƌs d͛uŶe aĐtiǀatioŶ de CdĐϰϮ. ;a-c) Cellule HeLa exprimant ITSN-
CRY2 et vinculine-iRFP. (a, b) Image DIC avant (a) et après (b) un recrutement local continu dans la zone bleue. (c) 
Image différentielle TIRF des poiŶts foĐauǆ d͛adhĠsioŶs, avant (rouge) et après (vert) activation. Hauteur des 
images : 70 µm. (d-f) Même expérience sur une cellule créant une protrusion (e) mais ne présentant ni filopode, ni la 
formation de nouveaux points focaux (f). Hauteur des images : 100 µm  
4.1.2   ArhGEF11 
Dans le cas d'expériences de recrutement local de ARH en présence de vinculine-iRFP, nous 
observons le même phénotype global que celui décrit précédemment (Figure 4-2) : la zone où 
RhoA est activée se ƌĠtƌaĐte et uŶe pƌotƌusioŶ se foƌŵe à l͛autƌe eǆtƌĠŵitĠ de la Đellule. 
 
Figure 4-2 : EǀolutioŶ du ĐoŶtouƌ d͛uŶe Đellule co-transfectée avec ARH et vinculine-iRFP. Image TIRF de ARH 
avant (a) et après 5 minutes (b) pour une activation dans le carré bleu. (c) Segmentation du contour de la cellule au 
Đouƌs du teŵps. Le dĠďut de l͛eǆpĠƌieŶĐe est eŶ ďleu et la fiŶ ĐoƌƌespoŶdaŶt à ϱϬ minutes après les premières 
activations en rouge. Hauteur des images : 75 µm. 
Une observation rapide du signal TIRF de la vinculine iRFP de cette cellule présente deux 
éléments principaux (Figure 4-3, c). DaŶs la zoŶe d͛aĐtiǀatioŶ et à proximité, les points focaux se 
contractent. En effet leur position initiale (en bleu) est modifiée au cours du temps (du bleu vers 
le rouge). Ce mouvement est diƌigĠ ǀeƌs le ĐeŶtƌe d͛aĐtiǀatioŶ de ‘hoA. Ces dĠplaĐeŵeŶts 
seraient liĠs à la ĐoŶtƌaĐtioŶ loĐale gĠŶĠƌĠe paƌ l͛aĐtiǀatioŶ de ‘hoA. Cette contraction ayant 
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pour origine la contraction des fibres de stress reliant entre eux ces points focaux, du fait de 
l͛augŵeŶtatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ des ŵǇosiŶes II. 
Il est important de noter que, suƌ Đes eǆpĠƌieŶĐes d͛aĐtiǀatioŶ de ‘hoA, ni enrichissement 
local en vinculine-i‘FP, Ŷi la foƌŵatioŶ de Ŷouǀeauǆ poiŶts foĐauǆ d͛adhĠsioŶ Ŷ͛oŶt ĠtĠ observés 
daŶs la ƌĠgioŶ d͛aĐtiǀatioŶ. Ce qui est en accord avec les derniers résultats obtenus par des 
ĐheƌĐheuƌs Đapaďles d͛aĐtiǀeƌ loĐaleŵeŶt la foƌŵiŶe ŵDiaϭ (98). 
 
Figure 4-3 : EǀolutioŶ des adhĠsioŶs foĐales loƌs d͛uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt de A‘H. Images DIC (a) et signal TIRF de 
vinculine-iRFP (b) avant (gauche) et au cours (droite) d͛uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt loĐal de A‘H daŶs la zone bleue. (c) 
Segmentation des points focaux au cours du temps (du bleu vers le rouge). Hauteur des images : 110 µm 
Lors de ces activations, nous observons la formation de nouveaux points focaux (en rouge) 
là où la cellule protrude ce qui amène la question de savoir quel est le mécanisme de formation 
des protrusions et en particulier quel est le rôle des points focaux. CepeŶdaŶt Ŷous Ŷ͛aǀoŶs pas 
été capables de comprendre la nature passive ou active du phénomène. Est-Đe Ƌue Đ͛est la 
membrane qui protrude qui entraîne la création de nouvelles adhésions focales ou bien est-ce la 
création de nouveaux points focaux qui permet à la membrane de continuer sa progression ? 
En regardant la dynamique de ces points focaux, en particulier juste après leur formation 
(carré blanc, Figure 4-3), nous avons obtenu des indices concernant leur interaction avec le 
cytosquelette (99). La segmentation précise du signal vinculine-iRFP (Figure 3-9) et l͛aŶalǇse de 
leur forme et leur position au cours du temps, indiquent que ces adhésions se déplacent vers la 
zoŶe d͛aĐtiǀatioŶ de ‘hoA ;Figure 4-4, a) et que ceƌtaiŶes d͛eŶtƌe elles sont de plus en plus 
étirées au cours du temps (Figure 4-4, b). 
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Figure 4-4: Evolution de la position et de la forme de points focaux au cours du temps. Seuls les points focaux 
présents dans la zone blanche pointillée de la Figure 4-3 sont représentés dans cette figure. (a, b) Les points focaux 
sont représentés en fonction de la position de leur barycentre au cours du temps. (a) Evolution de leur âge (du bleu 
vers le rouge – de 0 à 50 minutes) et de leur excentricité (en bleu sont représentés les formes sphériques, en allant 
ǀeƌs le ƌouges, le ƌappoƌt petit aǆe de l͛ellipse diǀisĠ paƌ gƌaŶd aǆe tend vers 0). 
Il semble donc que la perturbation locale entraîne la création des nouveaux points focaux à 
longue distance. Ces points focaux, à partir du moment où ils sont intégrés au réseau global de 
la cellule, sont pƌogƌessiǀeŵeŶt tiƌĠs ǀeƌs le ĐeŶtƌe de la Đellule du fait de l͛eǆisteŶĐe de foƌĐes 
internes, en partie ƌĠgulĠes paƌ l͛aĐtioŶ de ‘hoA (97). J͛ai aŶalǇsĠ pƌĠĐisĠŵeŶt la ǀitesse de 
certains de ces points focaux en fonction du temps (Figure 4-5, a, b). Cette vitesse est non nulle 
dès leur apparition, ce qui signifie que le délai entre création et intégration est très court voire 
nul si les points focaux sont déjà fixés au cytosquelette loƌsƋu͛ils sont créés. 
 
Figure 4-5 : Analyse du déplacement au cours du temps de la position du barycentre des points focaux 
ŶouǀelleŵeŶt ĐƌĠĠs. ;aͿ DistaŶĐe ;eŶ ŶoiƌͿ doŶt s͛est dĠplaĐĠ uŶ poiŶt foĐal paƌ ƌappoƌt à sa positioŶ d͛appaƌitioŶ. 
En rouge, ajustement affine de cette courbe : la pente détermine la vitesse. (b) Moyenne des vitesses initiales des 
points focauǆ d͛adhĠsioŶs ĐƌĠĠs apƌğs le dĠďut de la l͛aĐtiǀatioŶ ;N=ϭϮ poiŶts foĐauǆͿ. 
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4.2   Interaction ARH-actine 
D͛apƌğs Đe Ƌue Ŷous aǀoŶs ǀu daŶs l͛Introduction, les RhoGTPases RhoA, sous leur forme 
active, interagissent selon deux voies principales impliquées dans la migration cellulaire. Elles 
soŶt à l͛oƌigiŶe de la polyméƌisatioŶ d͛actine à la membrane, paƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ et l͛aĐtiǀatioŶ de 
formines telles que mDia (90), et contrôleŶt l͛aĐtiǀatioŶ des ŵǇosiŶes et la ĐoŶtƌaĐtilitĠ 
cellulaire, par leur interaction avec la kinase ROCK (44). 
Nous alloŶs eǆploƌeƌ iĐi l͛iŵpoƌtaŶĐe de ‘hoA, quant à la polymérisation et la disparition 
loĐale d͛aĐtiŶe. Avec cette approche, nous modéliserons la dynamique de ces processus de 
ŵaŶiğƌe siŵple. IŶtĠgƌĠe à l͛ĠĐhelle gloďale de la Đellule, Đette dĠŵaƌĐhe locale nous montre 
l͛iŶtĠƌġt de ƌeloĐaliseƌ de l͛aĐtiŶe pouƌ polaƌiseƌ gloďaleŵeŶt uŶe Đellule. 
4.2.1   Polymérisation d’actine 
DaŶs le ďut de ĐoŵpƌeŶdƌe l͛ĠǀolutioŶ de la loĐalisatioŶ d͛actine au cours du temps lors 
d͛uŶe aĐtiǀatioŶ de ‘hoGTPase, nous avons créé un plasmide de fusion entre iRFP et la protéine 
Life-Actin (Lifeact) (100), Lifeact étant une protéine se fixant spécifiquement sur les filaments 
d͛actine. En regardant le signal de Lifeact-iRFP, exprimée dans une cellule, des structures de 
tailles variables, allant du « nuage » trouble de petits filaments, aux fibres de stress de taille 
supérieure à 10 µm sont observées (Figure 4-6). 
 
Figure 4-6 : Iŵage TI‘F d͛uŶ sigŶal LifeaĐt-iRFP. Deux fibres de stress sont mises en avant par les ellipses 
ƌouges. UŶe zoŶe eŶƌiĐhie eŶ petits filaŵeŶts d͛aĐtiŶe est souligŶĠe paƌ le ĐeƌĐle ǀeƌt. Baƌƌe d͛ĠĐhelle : 10 µm. 
Nous gaƌdeƌoŶs à l͛espƌit le fait Ƌue suƌeǆpƌiŵeƌ Lifeact dans les cellules peut, selon le 
contexte, biaiser les expériences. En particulier, le teŵps d͛iŶteƌaĐtioŶ de LifeaĐt aǀeĐ l͛actine 
est de l͛oƌdƌe de la seĐoŶde (101), aloƌs Ƌue le teŵps de ƌeŶouǀelleŵeŶt de l͛actine est plutôt 
de l͛oƌdƌe de la ŵiŶute daŶs des Đellules HeLa, ce qui signifie que cette protéine convient 
parfaitement pour regarder des changements de loĐalisatioŶs d͛actine. En revanche, l͛histoƌiƋue 
d͛uŶ filaŵeŶt d͛aĐtiŶe Ŷ͛est pas aĐĐessiďle aǀeĐ Đette pƌotĠiŶe, soŶ teŵps d͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ 
celui-ci étant trop court. 
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Les films que nous avons pris tout au long de ce chapitre ont été réalisés à des fréquences 
Đoŵpƌises eŶtƌe Ϭ,Ϭϱ et ϭ Hz. EŶ paƌallğle à l͛oďseƌǀatioŶ des sigŶauǆ TI‘F ŵCheƌƌǇ et i‘FP Ŷous 
avons créé des recrutements locaux de ARH avec une périodicité comprise entre 5 et 50 
secondes. Loƌs d͛uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt loĐal de ARH, une augmentation du signal TIRF de la 
fluorescence iRFP est observée. Il y a donc un enrichissement en actine filamenteuse à 
proximité de la membrane Figure 4-7, b). D͛apƌğs Đette eǆpérience, il apparaît de plus que cette 
quantité diŵiŶue loiŶ de la zoŶe d͛aĐtiǀatioŶ, ŵais Ƌu͛elle est ĐoŶstaŶte suƌ l͛eŶseŵďle de la 
cellule Figure 4-7, c). 
 
Figure 4-7 : Effet du ƌeĐƌuteŵeŶt de A‘H suƌ l͛actine. (a, b) Images TIRF du signal associé à ARH (a) et Lifeact-
i‘FP ;ďͿ aǀaŶt l͛aĐtiǀatioŶ ;hautͿ, aiŶsi Ƌue Ϯ minutes (milieu) et 10 minutes ;ďasͿ apƌğs le dĠďut de l͛aĐtiǀatioŶ. 
Baƌƌe d͛ĠĐhelle : 10 µm. (c) Quantification du recrutement de ARH (en vert), de Lifeact dans la zone de recrutement 
;eŶ ďleuͿ, de LifeaĐt daŶs uŶe zoŶe à l͛autƌe eǆtƌĠŵitĠ de la Đellule ;eŶ ŶoiƌͿ, et daŶs toute la Đellule ;eŶ ƌougeͿ. Les 
valeurs sont normalisées par la valeur moyenne des cinq premiers points. En bleu est surimprimé le début du 
mouvement global de la cellule. 
Nous avons vérifié que ces protéines ne viennent pas siŵpleŵeŶt d͛actine filamenteuse, 
juste au-dessus de la région de TIRF, qui aurait été attirée contre la membrane. En effectuant la 
même expérience et en regardant la cellule en TIRF aiŶsi Ƌu͛eŶ microscopie inversée classique, 
nous observons sur les deux images le même phénomène d͛eŶƌiĐhisseŵeŶt d͛actine. Nous 
sommes donc en présence de polyméƌisatioŶ d͛actine, à partir de monomères, sous l͛effet de 
l͛aĐtiǀatioŶ de ‘hoA. La polymérisation observée, ressemblant à un nuage local de petits 
filaŵeŶts d͛aĐtiŶe, pouƌƌait, eŶ paƌtiĐulieƌ, ġtƌe due à l͛aĐtiǀatioŶ à la ŵeŵďƌaŶe d͛uŶ gƌaŶd 
nombre de formines nucléant de nouveaux filaments (90). Cette polymérisation est en accord 
avec ce qui a récemment été décrit ƋuaŶt à l͛effet de ŵDiaϭ (98), en revanche, nous ne 
retrouvons pas ce qui a été décrit quant au rôle mDia2 et de la foƌŵatioŶ de fiďƌes d͛aĐtiŶe 
(102).  
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4.2.2   Conditions non saturantes de recrutement 
Nous avons vu dans le Chapitre 3 que la quantité de protéines RhoA activées est 
contrôlable eŶ ĐhaŶgeaŶt les ĐaƌaĐtĠƌistiƋues d͛illuŵiŶatioŶ. Il était alors important de voir si la 
ƋuaŶtitĠ d͛aĐtiŶe ƌeĐƌutĠe à la ŵeŵďƌaŶe est ŵodifiĠe lorsque le recrutement de ARH change. 
En effet, si une toute petite et une grande activation entraînent une polǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe 
identique, cela signifie que le système est saturé en RhoA actif. 
 
Figure 4-8 : Observation des conditioŶs de ŶoŶ satuƌatioŶ du ƌeĐƌuteŵeŶt d͛aĐtiŶe. ;a, ďͿ Iŵage TI‘F ŵCheƌƌǇ 
du recrutement de ARH avant (a) et après(b) les deux types de pulses effectués. Ces recrutements ont été créés à 
partir de huit pulses (T= 25s) puis de quarante pulses (T=5s). (c) Image TIRF du signal iRFP associé à Lifeact. (d) 
Image différentielle du signal TIRF iRFP entre avant et après la première, respectivement la seconde activation. (a-
d) Hauteur des images : 130 µm. (e) En bleu, quantification du recrutement de ARH moins sa valeur initiale. En vert, 
ƋuaŶtifiĐatioŶ de l͛aĐtiŶe ŶoƌŵalisĠe paƌ sa ǀaleuƌ iŶitiale. ;f, gͿ KǇŵogƌaphes des sigŶauǆ TI‘F de A‘H et LifeaĐt le 
long des rectangles tracés sur les images (b) et (d). Largeur des kymographes : 60 µm, hauteur : 2500 secondes  
Lorsque nous activons une même cellule pendant 3 minutes avec une période soit de 25 
secondes soit de 5 secondes, deux niveaux de ARH-CRY2 différents sont créés (Figure 4-8, a-d). 
Ces deux niveaux entraînent alors deux recrutemeŶts d͛aĐtiŶe de niveaux différents. Dans ces 
conditions de recrutement, le système Ŷ͛est pas satuƌĠ en RhoA. Par ailleurs, les kymographes 
de ces expériences (Figure 4-8, f, g) indiquent deux éléments supplémentaires :  
- actine et ARH sont recrutés au même endroit dans la cellule,  
- l͛aĐtiŶe Ŷe diffuse pas spatialement. 
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Quand nous quantifions ces recrutements (Figure 4-8, e), il apparaît Ƌu͛ils se ressemblent, 
mais le signal actine ne suit pas exactement celui de ARH-CRY2-mCherry. Pour essayer de mieux 
comprendre la dynamique de ces phénomènes et analyser nos données, nous avons décidé de 
ĐƌĠeƌ uŶ ŵodğle d͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe A‘H et l͛aĐtiŶe. 
4.2.3   Modèle d’interaction GEF actine 
Nos hypothèses pour ce modèle d͛iŶteraction sont les suivantes : 
i)  iŶitialeŵeŶt, l͛aĐtiŶe est polǇŵĠƌisĠe aǀeĐ uŶ tauǆ   ,  
ii)  en présence de ARH-CRY2-mCherry (noté ici   ), elle est polymérisée avec un taux  ሺ  ሻ proportionnel à     
iii) l͛aĐtiŶe dispaƌaît avec un taux     ,  
iv) la ƋuaŶtitĠ d͛aĐtiŶe totale est ĐoŶseƌǀĠe,  
v) les filaŵeŶts d͛aĐtiŶe ĐƌĠĠs Ŷe diffusent pas, ni à la membrane, ni dans le 
cytoplasme. 
Les différentes étapes de cette activation sont résumées par un schéma simple présenté 
sur la Figure 4-9. 
 
Figure 4-9 : Schéma modèle des interactions théoriques entre ARH et actine. (a) Modèle à deux boîtes où 
l͛aĐtiŶe est, soit dans le cytoplasme, soit à la membrane. (b) Schéma récapitulatif du réseau de signalisation 
ĐoŵŵuŶ à l͛aĐtiǀatioŶ de ‘hoA et à la foƌŵatioŶ d͛aĐtiŶe filaŵeŶteuse. 
En réalité, au moins trois processus successifs sont impliqués derrière la polymérisation 
d͛aĐtiŶe à paƌtiƌ du ƌeĐƌuteŵeŶt de A‘H (point ii)) : l͛aĐtiǀatioŶ loĐale de ‘hoA, l͛aĐtiǀatioŶ de 
formines, puis la polǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe.  
De plus, il est important de préciser ici la différence entre dissociation et disparition 
d͛aĐtiŶe. Le phĠŶoŵğŶe considéré ici est la disparition du signal actine. Le temps impliqué, 
tenant compte de la dynamique de certaines protéines en amont, sera toujours supérieur ou 
Ġgal à la ǀaleuƌ du teŵps ĐaƌaĐtĠƌistiƋue de dissoĐiatioŶ de l͛aĐtiŶe. 
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Soit   la quaŶtitĠ d͛actine dans le cytoplasme et    à la membrane. Les hypothèses i), ii), et 
iii) se tƌaduiseŶt paƌ l͛ĠƋuatioŶ : 
       ሺ    ሺ  ሻሻ           
où  ሺ  ሻ          L͛hypothèse iv) se résume par la condition : 
           
L͛équation précédente se réécrit alors sous la forme 
              (4.1) 
avec 
   ሺ         ሻ    (4.2) 
                   (4.3) 
Ici,      et    sont en    , tout comme le produit       . G* étant proportionnel à une 
unité de fluorescence (uf), alors      est en        . Par simplicité,      sera désormais noté 
sans unité. Il est important de préciser ici que, sur un jeu de données, les expériences étant 
réalisĠes eŶ paƌallğle, les paƌaŵğtƌes d͛iŵageƌie soŶt ideŶtiƋues et Đette uŶitĠ de fluoƌesĐeŶĐe 
est considérée identique pour toutes les cellules.  
Nous nous sommes alors iŶtĠƌessĠs à l͛ĠǀolutioŶ de la ƌĠpoŶse thĠoƌiƋue    en fonction 
des paramètres dynamiƋues liĠs au ƌeĐƌuteŵeŶt et à la dispaƌitioŶ d͛aĐtiŶe :      et     . En 
fixant les valeurs de {  ,     ,     }, et en introduisant un signal de forme connue pour     nous 
pouvons résoudre numériquement l͛équation (4.1) et oďteŶiƌ le sigŶal thĠoƌiƋue d͛aĐtiŶe 
associé (Figure 4-10). 
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Figure 4-10 : ‘ĠpoŶse thĠoƌiƋue de l͛aĐtiŶe eŶ foŶĐtioŶ du pƌofil aĐtiǀateuƌ aiŶsi Ƌue des paramètres      et     . (a-dͿ A paƌtiƌ d͛uŶ pƌofil thĠoƌiƋue ;eŶ ŶoiƌͿ, différentes courbes de réponse sont obtenues  quant au 
ƌeĐƌuteŵeŶt d͛aĐtiŶe eŶ foŶĐtioŶ des couples {    ,     }. (a, c) Courbes obtenues à      fixé à 5.10-3 pour une 
variation de      de 10-1 à 10 (du bleu au violet) pour deux profils noirs différents. (b, d) Courbes obtenues à      
fixé à 1 (b) et 10
-2
 (d) pour      variant de 10-2 à 1 (du bleu au violet) 
En fixant    à 0    ,      à 5.10-3 et en faisant varier      de 10-1 à 101     (Figure 4-10, a), 
les courbes d͛aĐtiŶe thĠoƌiƋue indiquent que plus      est grand et plus la hauteur du signal est 
petite, ce qui est en accord avec le fait Ƌue Đe paƌaŵğtƌe ĐoŶtƌôle la dispaƌitioŶ d͛aĐtiŶe. Paƌ 
ailleuƌs, daŶs le Đas d͛uŶe aĐtiǀatioŶ tƌaŶsitoiƌe (Figure 4-10, c), plus      est grand et plus la 
réponse en actine disparaît vite lorsque ARH disparaît. 
De la même manière, en fixant    à 10-4     et      à 1    , et en faisant varier      de 10-2 
à 1 (Figure 4-10, b), les courbes de réponse montrent que plus      augmente, plus leur niveau 
final est haut. La pente à l͛oƌigiŶe est, quant à elle, de plus en plus proche de la courbe du signal 
noir. Cela correspond bien au rôle attendu pour      : il contrôle la vitesse de polymérisation et 
la quantité finale d͛aĐtiŶe. 
Pouƌ dissoĐieƌ l͛effet de ces deux paramètres, nous nous sommes restreints à des cas où il 
Ŷ͛Ǉ a pas de ĐoŵpĠtitioŶ eŶtƌe Đes paƌaŵğtƌes. EŶ effet le teƌŵe ƌelatif à la dispaƌitioŶ d͛aĐtiŶe 
Ŷ͛est pas uŶiƋueŵeŶt dû à     , mais également au produit       , du fait de la conservation 
de la ƋuaŶtitĠ d͛aĐtiŶe, comme l͛iŶdiƋue la forme de   (Eq. (4.3)). Nous nous sommes donc 
toujours placés dans des cas où             de sorte que la disparition soit dominée 
par     . Si nous générons des courbes pour lesquelles      varie de 10-2 à 101 avec      égal à 
10
-1
     et    de l͛oƌdƌe de ϭ, l͛ĠǀolutioŶ de ces courbes, les unes par rapport aux autres, Ŷ͛est 
plus aussi simple à apprécier (Figure 4-10, d). 
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4.2.4   Détermination expérimentale de      
Polymérisation théorique d’actine  
Nous nous sommes alors intéressés aux signaux prédits par l͛ĠƋuatioŶ (4.1), en prenant 
Đoŵŵe sigŶal d͛eŶtƌĠe pouƌ    les profils expérimentaux de ARH-CRY2-mCherry (Figure 4-11, 
a). Chaque profil de réponse théorique obtenu pour un couple {    ,    } est, alors, comparé 
au profil expérimental de l͛actine de la même expérience (Figure 4-11, b). 
 
Figure 4-11 : Analyse des relations expérimentales entre ARH et actine. (a) Signal TIRF associé à ARH, moins la 
moyenne des cinq premières images, normalisé arbitrairement. (b) En vert, signal TIRF iRFP associé à Lifeact . En 
bleu, courbes d͛aĐtiŶe thĠoƌiƋue obtenues à partir du signal TIRF de ARH pour des valeurs de      allant de 2.10-3 à 
2.10
0
 et des valeurs de      allant de 2.10-4 à 2.10-1. 
Différentes valeurs de {  ,    ,    } ont été échantillonnées et nous avons cherché pour 
quels paramètres la similitude entre les courbes était la plus grande. En pratique,    a toujours 
été considéré très inférieur à        ,      a été échantillonné sur une échelle logarithmique de 
2.10
-3
 à 2.10
0
 et      de 2.10-4 à 2.10-1      La Figure 4-11, ď, ŵoŶtƌe Ƌu͛à paƌtiƌ d͛uŶ sigŶal A‘H 
expérimental en entrée, nous obtenons des Đouƌďes d͛aĐtiŶe théoriques (en bleu) plus ou moins 
proches de la courbe expérimentale (en vert). 
Quantification de la ressemblance entre deux courbes 
Il a été important de définir une méthode pour quantifier le niveau de ressemblance entre 
courbe théorique et courbe expérimentale. La fonction   (Eq. (4.2)) dépendant d͛uŶe ĐoŶstaŶte    inconnue, cela autorise la normalisation de la réponse    théorique. En pratique, nous avons 
fait en sorte que ces courbes ressemblent le plus possible à la réponse expérimentale de 
l͛aĐtiŶe.  
La manière la plus commune de faire est de forcer les premiers points de ces courbes à 0 et 
le niveau final à 1 (exemple Figure 3-2). Cette teĐhŶiƋue Ŷ͛est pas optiŵale car elle donne un 
poids très fort aux premières et dernières valeurs de ces courbes, aloƌs Ƌue l͛iŶfoƌŵatioŶ peut 
se trouver ailleurs. De plus, cette technique est très sensible au bruit car elle se base sur peu de 
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points. Il existe, en revanche, une méthode de minimisation de l͛ĠĐaƌt ƋuadƌatiƋue ŵoǇen (  ) 
qui cherche les paƌaŵğtƌes de tƌaŶslatioŶ et d͛hoŵothĠtie gĠŶĠƌaŶt uŶe ŶoƌŵalisatioŶ optiŵale 
pour faire coïncider deux signaux, ou plus, de même nature (103). Notre mesure de similitude 
est alors directement reliée au    : plus sa valeur est petite et plus la similitude est grande. 
Pour chacune des expériences, une carte de la valeur de similitude, dont les axes sont les 
valeurs de      et     , est tracée. Il est alors possible d͛en extraire le couple de paramètres 
pour lequel la similitude est la plus grande et représenter la Đouƌďe d͛aĐtiŶe thĠoƌiƋue 
correspondante sur la courbe expérimentale (Figure 4-12, a). En normalisant ces cartes entre 0 
et 1, et en moyennant les expériences effectuées dans des conditions identiques, nous 
obtenons une carte finale qui représente une carte moyenne de similitude (Figure 4-12, b). Pour 
uŶ tǇpe d͛eǆpĠƌieŶĐe, il est aloƌs possiďle d͛eǆtƌaiƌe la valeur du couple {    ,    } qui reproduit 
le mieux les données. 
 
Figure 4-12 : Similitude entre les courbes expérimentales et théoriques de la Figure 4-11. (a) En vert, courbe 
TIRF de l͛aĐtiŶe, eŶ ƌouge, Đouƌďe thĠoƌiƋue ƌesseŵďlaŶt le plus à la Đouƌďe expérimentale. (b) Carte moyenne 
obtenue à partir des cartes de vingt-et-un ƌeĐƌuteŵeŶts d͛aĐtiŶe et ŵesuƌaŶt la siŵilitude eŶtƌe Đouƌďes 
expérimentales et courbes théoriques. Du bleu vers le rouge : de plus en plus de similitude. 
Ces expériences et analyses déterminent une valeur moyenne pour      de 2.10-3    . 
Cette valeur correspond à un temps caractéristique -        - de l͛oƌdƌe de ϴ ŵiŶutes dont un 
ordre de grandeur de l͛iŶĐeƌtitude est doŶŶĠ paƌ l͛ĠteŶdue de la zoŶe de foƌte siŵilitude, ce qui 
correspond à des bornes de l͛oƌdƌe de ϰ et 16 minutes pour la valeur du temps caractéristique 
de dispaƌitioŶ de l͛aĐtiŶe. 
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Signification biophysique de      
Pour mieux appréhender la nature de     , et de la valeur de 8 minutes mesurée, j͛ai 
réalisé quelques expériences combinant un recrutement court de ARH et une routine de FRAP. 
Sur ces expériences, il Ġtait iŵpoƌtaŶt d͛oďseƌǀeƌ l͛ĠǀolutioŶ teŵpoƌelle des filaŵeŶts d͛aĐtiŶe, 
Đe Ƌui ŵ͛a poussĠ à utiliser un plasmide codant la        , un des constituant principaux des 
filaŵeŶts d͛aĐtiŶe au lieu de Lifeact. 
A paƌtiƌ du ŵoŵeŶt où l͛aĐtiǀatioŶ est aƌƌġtĠe, le Ŷiǀeau d͛aĐtiŶe ĐoŵŵeŶĐe à diŵiŶueƌ 
(courbe bleue ciel, Figure 4-13, c) et nous effectuons alors une routine de FRAP sur une région 
incluse dans la région de polǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe. Elle est donc soumise à la disparition du signal 
à cause du FRAP ainsi qu͛à cause de la disparition du signal ARH-CRY2. Si le phénomène de 
dispaƌitioŶ d͛aĐtiŶe est liĠ uŶiƋueŵeŶt à la dissoĐiatioŶ d͛aĐtiŶe, au moment où le retour de 
fluorescence est Đoŵplet daŶs la zoŶe de F‘AP, le Ŷiǀeau d͛aĐtiŶe gloďal doit être redescendu 
au niveau basal, Đe Ƌui Ŷ͛est pas le Đas. Cette expérience met donc en avant expérimentalement 
que dispaƌitioŶ et dissoĐiatioŶ d͛aĐtiŶe sont deux processus distincts. 
 
Figure 4-13 : CoŵpaƌaisoŶ des teŵps ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de dissoĐiatioŶ et dispaƌitioŶ de l͛actine. (a) Signal TIRF 
de ARH avant activation. La zone rouge est la zone de FRAP. (b) Signal TI‘F i‘FP apƌğs Ϯ ŵiŶutes d͛aĐtiǀatioŶ daŶs 
la région rectangle en pointillés bleus. (a, b) Hauteur des images 75 µm. ;ĐͿ QuaŶtifiĐatioŶ de l͛actine dans le carré 
cyan et dans le carré rouge de (a) au cours du temps. )oŶe ďleue, pĠƌiode d͛aĐtiǀatioŶ. Lignes noires, ajustements 
exponentiels du retour de fluorescence. 
Il a été reporté loƌs d͛expérience de FRAP et de photoactivation suƌ l͛actine des temps 
caractéristiques de retour de fluorescence liés à son renouvellement – turnover - de l͛oƌdƌe de 
30 secondes (101). Cela concorde avec les mesures effectuées au laboratoire où des temps 
caractéristiques de retour de fluorescence de l͛oƌdƌe de ϲϬ seĐoŶdes oŶt ĠtĠ déterminés. Le 
teŵps ĐaƌaĐtĠƌistiƋue de la dispaƌitioŶ d͛aĐtiŶe ne correspond donc pas simplement au temps 
ŶĠĐessaiƌe pouƌ Ƌue l͛aĐtiŶe soit renouvelée mais tient compte des interactions complexes à 
l͛iŶtérieur du réseau de signalisation suggérées par les deux flèches successives au milieu du 
schéma de la Figure 4-10.  
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Variabilité de      
Pour observer la variabilité de la mesure du paramètre       en fonction du type 
d͛expérience effectuée, nous avons fait ǀaƌieƌ la taille de la ƌĠgioŶ d͛illumination. Trois 
activations distinctes ont été réalisées sur chacune des cellules testées : une activation locale, 
une activation totale et une activation sur la moitié des cellules (Figure 4-14, a). 
 
Figure 4-14 : Obtention des caractéristiques de disparition de l͛actine eŶ foŶĐtioŶ du tǇpe d͛aĐtiǀatioŶ. ;aͿ 
Images TIRF de ARH avant, ainsi que après les recrutements de ARH. Sont représentés en rectangle pointillés bleus 
les zoŶes d͛aĐtiǀatioŶs. ;ďͿ SigŶal TI‘F de LifeaĐt aǀaŶt, aiŶsi Ƌue apƌğs les diffĠƌeŶts ƌeĐrutements de ARH. (c) Carte 
des paramètres {          }, moyennée sur douze cellules.  
Les écarts entre les bornes respectives de       et       ont été diminués pour augmenter 
la précision de ces expériences. Dans le même but, l͛ĠĐhaŶtilloŶŶage entre ces bornes a été 
augmenté pour atteindre le test de seize fois seize valeurs de couple {    ,     } distribuées 
logarithmiquement entre 8.10
-4
 et 2,5.10
-2
      pour       et entre 8.10-3 et 2,5.10-1 pour     . 
L͛analyse des niveaux de recrutement d͛aĐtiŶe et la ĐoŵpaƌaisoŶ auǆ Ŷiǀeauǆ thĠoƌiƋues, 
effectués sur douze cellules différentes, permet, à partir des cartes moyennes de similitude, 
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d͛oďteŶiƌ les valeurs de      pour l͛aĐtiǀatioŶ loĐale, totale et la moitié de la cellule. Les valeurs 
obtenues sont respectivement de 5,2.10
-3    , 6,6.10-3     et 4,1.10-3     (Figure 4-14, c). 
Deux points peuvent être soulignés sur la reproductibilité de ces expériences. Le premier 
est que, à ƌĠgioŶ d͛aĐtiǀatioŶ fiǆĠe, les Đaƌtes ŵoǇeŶŶes soŶt tƌğs ƌepƌĠseŶtatiǀes des Đaƌtes de 
chaque cellule (Figure 4-15). 
 
Figure 4-15 : Reproductibilité des cartes de similitudes en fonction des paramètres des paramètres {         }. 
(a) Exemples de carte à partir desquelles a été créé la carte moyenne de la (Figure 4-14, c, gauche). (b)Courbes 
associées à ces six cartes. En noir, signal expérimental de ARH. En vert, signal expérimental de Lifeact. En rouge 
signal théorique obtenu pour les valeurs de      et      maximisant la similitude – point blanc sur les cartes de (a). 
Le deuxième point est que, d͛uŶe foƌŵe d͛aĐtiǀatioŶ à uŶe autƌe, les temps caractéristiques 
ne varient pas de plus de 25%. Par ailleurs, nous notons que toutes les activations ne 
contraignent pas de la même manière les valeurs du couple {    ,     }, il semble, en effet, que 
l͛iŶĐeƌtitude suƌ la dĠteƌŵiŶatioŶ de      est réduite en diminuant la taille de la région. 
Nous avons obtenu de ces expériences un temps caractéristique de disparition de l͛oƌdƌe 
de 3 minutes et 30 secondes, ce qui est en accord avec les valeurs trouvées précédemment et à 
nouveau supérieur au seul temps de dissoĐiatioŶ de l͛actine. 
Test du modèle 
Pour tester davantage ce modèle, nous avons répété ces analyses en tenant compte du fait 
que le niveau final de ARH est contrôlable expérimentalement et ainsi avons créé 
successivement deux recrutements d͛aĐtiŶe de Ŷiǀeaux différents (Figure 4-16, b). Il est alors 
appaƌu Ƌue, saŶs ŵodifieƌ Ŷotƌe ŵaŶiğƌe d͛aŶalǇseƌ les Đouƌďes, Ŷous obtenons des valeurs de 
paramètres qui, à partir des profils de ARH, génèrent des Đouƌďes d͛aĐtiŶe théoriques proches 
des courbes expérimentales (Figure 4-16, c). 
Nous observons de plus sur les cartes représentant la similitude entre les courbes en 
fonction des couples      ,    } Ƌue l͛iŶĐeƌtitude suƌ Đes ǀaleuƌs est repartie différemment ce 
Ƌui s͛eǆpliƋue paƌ le fait que les contraintes à respecter pour ressembler au signal expérimental 
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sont différentes. Le coefficient       aiŶsi oďteŶu est de l͛oƌdre 4.10-3      ce qui correspond à 
un temps caractéristique de 2 minutes, en accord avec ceux déterminés précédemment. 
 
Figure 4-16 : Recrutement à deux Ġtages de A‘H et d͛actine. (a) Images TIRF de ARH avant activation (haut 
gauche), apƌğs la pƌeŵiğƌe ƌoutiŶe d͛aĐtiǀatioŶ ;haut dƌoiteͿ et apƌğs la seĐoŶde ƌoutiŶe d͛aĐtiǀatioŶ (bas gauche). 
(bas droite) Image TIRF de Lifeact-iRFP avant activation. Hauteur des images : 130 µm. (b) Signaux de ARH (noir) et 
de l͛actine ;ƌougeͿ ŵoǇeŶŶĠs suƌ la zoŶe d͛aĐtiǀatioŶ et suƌ onze cellules différentes. Zones transparentes : 
variations pour les onze cellules (écart type). (c) Exemple sur une cellule du résultat donné par la routine pour 
obtenir les valeur de      et     . En noir, signal experimental de ARH. En vert, signal expérimental de Lifeact et en 
rouge signal théorique obtenu pour les valeurs de      et      maximisant la similtude. (d) Carte des paramètres 
{          } moyennée sur onze cellules. 
4.2.5   Interactions ArhGEF11/RBD 
Les eǆpĠƌieŶĐes de polǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe à paƌtiƌ d͛uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt de A‘H iŶdiƋueŶt 
Ƌu͛il Ǉ a un temps caractéristique interne au processus de disparition d͛aĐtiŶe - de l͛oƌdƌe de Ϯ à 
4 minutes. Ce temps caractéristique peut aǀoiƌ pouƌ oƌigiŶe Ŷ͛iŵpoƌte Ƌuel aĐteuƌ ŵolĠĐulaiƌe 
au sein de ce réseau de signalisation, comme le temps mis par RhoA pour retourner dans son 
état inactif après une activation, par exemple.  
Pouƌ aďoƌdeƌ Đe pƌoďlğŵe, j͛ai réutilisé certaines des expériences présentées dans le 
Chapitre précédant où je recrute ARH et regarde l͛aĐtiǀatioŶ de ‘hoA à tƌaǀeƌs le ƌeĐƌuteŵeŶt 
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local de RBD-iRFP. Les corrélations entre la perturbation ARH et le recrutement de RBD-iRFP 
sont analysées eŶ utilisaŶt le ŵġŵe ŵodğle Ƌue Đelui utilisĠ pouƌ l͛aĐtiŶe, ce qui détermine des 
paramètres {       ,       } pour lesquels il existe une grande similitude entre courbes 
expérimentales et courbes théoriques. A la différence des analyses réalisées précédemment, les 
valeurs de          obtenues sont de l͛oƌdƌe de 3.10-1,4 à 1.10-1,2     , ce qui correspond à des 
valeurs de temps caractéristiques de l͛oƌdƌe de ϭ5 à 25 secondes.  
Ce teŵps de ƌĠpoŶse Ŷ͛est pas le paƌaŵğtƌe limitant expliquant le délai lié à la disparition 
d͛aĐtiŶe. Il ŵoŶtƌe ĐepeŶdaŶt le caractère dynamique de la désactivation des RhoGTPases. 
 
Figure 4-17 : Dynamique de recrutement et de disparition de RBD-iRFP. Carte des paramètres obtenus dans le 
Đas d͛uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt A‘H lorsque nous quantifions, en parallèle, le recrutement de RBD moyenné sur les 30 
activations analysées. Le coefficient      obtenu est de l͛oƌdƌe de 10-1,3      
4.2.6   Modèle spatial 
Nous venons de présenter un modèle qui ne considère que deux compartiments possibles 
pouƌ l͛aĐtiŶe : de l͛aĐtiŶe cytoplasmique et de l͛aĐtiŶe filaŵeŶteuse à la ŵeŵďƌaŶe - là où ARH 
est activée. DaŶs le Đas d͛aĐtiǀatioŶs subcellulaires, il est ĠǀideŶt Ƌue de l͛aĐtiŶe se tƌouǀe daŶs 
un troisième compartiment : sous forme filamenteuse, mais dans une région où aucun 
recrutement Ŷ͛est effeĐtuĠ ;Figure 4-18, b). 
Le modèle à deuǆ ĐoŵpaƌtiŵeŶts ƌepƌoduit ĐoƌƌeĐteŵeŶt les ƌĠsultats d͛aĐtiǀatioŶ auǆ 
temps courts. Cependant, il risque de fonctionner moins bien aux temps longs, parce que nous 
Ŷ͛aǀoŶs pas teŶu Đoŵpte du tƌoisiğŵe ĐoŵpaƌtiŵeŶt. Le phĠŶoŵğŶe ŵis de ĐôtĠ daŶs Đe 
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modèle est que, dans le cytoplasme, la déplétion en actine monomérique se rééquilibre avec 
l͚aĐtiŶe pƌĠseŶte daŶs la ƌĠgioŶ non activée. 
 
Figure 4-18 : Schéma résumé des modèles à deux (a) et trois (b) compartiments. Dans ce second modèle, 
l͛aĐtiŶe est considérée soit cytoplasmique (gris clair), soit sous forme de filaments à la membrane dans une région 
neutre (  ) et dans une région de recrutement de ARH (  Ϳ. Les flğĐhes ƌĠsuŵeŶt l͛ĠƋuiliďƌe eŶ actine entre les diffĠƌeŶts ĐoŵpaƌtiŵeŶts loƌs d͛uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt de A‘H. 
Nous alloŶs ƌegaƌdeƌ thĠoƌiƋueŵeŶt l͛effet de l͛ajout d͛uŶ tƌoisiğŵe ĐoŵpaƌtiŵeŶt au 
système et comparer les prédictions de ce modèle aux résultats expérimentaux. Soit       et    les ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d͛aĐtiŶe filamenteuse à la membrane, respectivement dans la région 
activée (1) et la région non illuminée (2), et dans le cytoplasme (C) sous forme de monomères. 
Nous considérerons à nouveau les hypothèses évoquées précédemment concernant les taux de 
pƌoduĐtioŶ et de dispaƌitioŶ de l͛aĐtiŶe. De plus, Ŷous supposeƌoŶs toujouƌs Ƌu͛il Ŷ͛Ǉ a pas de 
diffusion à deux dimensions d͛aĐtiŶe filaŵeŶteuse. Les ĠƋuatioŶs d͛ĠǀolutioŶ de la ƋuaŶtitĠ 
d͛aĐtiŶe daŶs ĐhaĐuŶe des ƌĠgioŶs s͛ĠĐƌivent alors : 
                    (4.4) 
       ሺ         ሻ           (4.5) 
        ሺ           ሻ       ሺ     ሻ   
En tenant compte de la conservation de la quantité totale d͛actine   , 
               
et en sommant les équations (4.4) et (4.5), nous obtenons (en posant         ሻ:  
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       ሺ          ሻ   ሺ               ሻ    (4.6) 
       ሺ         ሻ(     ሺ ሻ)          (4.7) 
Nous vérifions, avant tout, la cohérence de ces équations eŶ s͛intéressant à leur état 
stationnaire. L͛ĠƋuatioŶ (4.6) donne alors : 
                         (4.8) 
Cette équation (4.8) indique que plus ARH est recruté - plus    est élevé - et plus la 
ƋuaŶtitĠ totale d͛aĐtiŶe à la ŵeŵbrane est importante, ce qui est cohérent. Par ailleurs, si le 
tauǆ de dispaƌitioŶ d͛aĐtiŶe      augmente, nous obtenons effectivement que    diminue. En 
considérant le régime permanent de l͛équation (4.7) et en remplaçant    par sa valeur 
stationnaire, nous déterminons la valeur des concentrations    et    :  
                           (4.9) 
                        (4.10) 
Ces équations (4.9) et (4.10) indiquent que    augmente et que    diminue lorsque ARH 
augmente, ce qui est ĐohĠƌeŶt aǀeĐ l͛idĠe d͛uŶ ƌĠajustement global des équilibres dynamiques 
entre les différents compartiments quand la région (1) est activée. 
Pour un profil de    et des paramètres {  ,     ,    } donnés, il est possible de résoudre 
numériquement l͛Ġquation (4.6), obtenir ainsi le profil temporel théorique de   , insérer ce 
profil dans l͛ĠƋuatioŶ (4.7) et la résoudre numériquement. En utilisant des valeurs de 
paramètres en accord avec ceux déterminés précédemment (    =2.10-3    ,     =10-1) et en 
prenant   =1,   =10-2     , Ŷous oďteŶoŶs des Đouƌďes pƌĠseŶtaŶt l͛ĠǀolutioŶ de l͛aĐtiŶe daŶs 
les deux régions membranaires (Figure 4-19, a). 
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Les Đouƌďes thĠoƌiƋues oďteŶues ŵoŶtƌeŶt Ƌu͛uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt de A‘H daŶs la ƌĠgioŶ ;ϭͿ 
ĐƌĠe uŶe pƌeŵiğƌe augŵeŶtatioŶ ƌapide du Ŷiǀeau d͛aĐtiŶe aloƌs Ƌue le Ŷiǀeau daŶs la ƌĠgioŶ ;ϮͿ 
Ŷe ĐhaŶge pas. EŶsuite, le Ŷiǀeau d͛aĐtiŶe daŶs Đette deuǆiğŵe ƌĠgion commence à diminuer ce 
qui rend possible la polymérisation ultérieure de filaŵeŶts d͛aĐtiŶe daŶs la ƌĠgioŶ ;ϭͿ, Đe Ƌui 
Ŷ͛est pas possible avec le modèle à deux compartiments. 
 
Figure 4-19 : Importance du modèle à trois compartiments. (a) Réponse théorique des niveaux d͛actine dans la 
ƌĠgioŶ d͛aĐtiǀatioŶ (en rouge) et dans la deuxième région à la membrane (en noire). En bleu est représentée la 
période d͛activation. (b) Signaux expérimentaux du recrutement de ARH (en vert), du recrutement de Lifeact dans la 
ƌĠgioŶ d͛aĐtiǀatioŶ (en rouge) et dans une région éloignée (en noir). 
Expérimentalement, lors du ƌeĐƌuteŵeŶt de A‘H et de l͛oďseƌǀatioŶ de l͛aĐtiŶe au Đouƌs du 
temps, le même type de comportement a été constaté (Figure 4-19, b) : une augmentation 
ƌapide d͛aĐtiŶe daŶs la ƌĠgioŶ d͛aĐtiǀatioŶ et uŶe diŵiŶutioŶ du signal, après un délai de 1 à 2 
minutes, dans une région éloignée. 
Coŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs ǀu pouƌ les aĐtiǀatioŶs de ‘hoA, le phénotype de changement de 
polaƌitĠ appaƌaît pouƌ des teŵps supĠƌieuƌs à la dizaiŶe de ŵiŶute. Cela pouƌƌait s͛eǆpliƋueƌ par 
l͛iŵpoƌtaŶĐe de fouƌŶiƌ loĐaleŵeŶt uŶe gƌaŶde ƋuaŶtitĠ d͛aĐtiŶe pouƌ gĠŶĠƌeƌ suffisaŵŵeŶt de 
ĐoŶtƌaĐtioŶ daŶs la zoŶe d͛aĐtiǀatioŶ. Cela pourrait, de plus, être nécessaire pour affaiblir la 
structure de la cellule à longue distance et créer la protrusion. 
  
126 Chapitre 4.   DisseĐtioŶ ŵoléĐulaiƌe de l’aĐtivatioŶ de RhoA 
4.3   Interactions acto-myosines 
Nous venons de voir que la quantité de ARH-CRY2 à la membrane contrôle la quantité 
d͛aĐtiŶe filaŵeŶteuse dans cette région. Cependant la rétraction de la cellule s͛eǆpliƋue 
difficilement paƌ l͛augŵeŶtatioŶ de la ƋuaŶtitĠ d͛aĐtiŶe seule. Par ailleurs nous avons vu que les 
poiŶts foĐauǆ suďisseŶt des ĐoŶtƌaiŶtes loĐales iŵpoƌtaŶtes loƌs d͛uŶe aĐtiǀatioŶ loĐale de 
RhoA, ce qui met en avant la possible implication de moteurs moléculaires. 
Ces observations sont en accord avec le schéma présenté en introduction (Figure 1-17) qui 
indique que l͛aĐtiǀatioŶ asymétrique de RhoA favorise la phosphorylation des myosines II par 
l͛aĐtiǀatioŶ de la kinase ROCK, ce qui augmente l͛aĐtiǀitĠ ĐoŶtƌaĐtile des Đellules, en parallèle à 
de la polǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe (104) (105).  
Pour comprendre cette rétraction, il faut envisager une augmentation soit du nombre, soit 
de la densité, soit de l͛aĐtiǀitĠ, des myosines II. Nous avons donc décidé d͛observer le rôle de 
ces myosines et de leurs interactions aǀeĐ l͛aĐtiŶe au cours de recrutement de ARH, pour 
comprendre la manière dont la cellule se rétracte. 
4.3.1   Observations 
Pour observer la localisation des myosines, nous avons réalisé un plasmide codant une 
fusion entre iRFP et la protéine MRLC1 (Myosin Regulatory Light Chain), une des protéines 
constituant les myosines. En comparant la localisation cellulaire de ces protéines à ce que nous 
connaissons de la localisation de l͛aĐtiŶe, nous notons que ces structures sont principalement 
des fibres de stress, soit aux bords des cellules, soit à proximité de la membrane basale. 
 
Figure 4-20 : Organisation cellulaire des myosines. Images DIC et TIRF associées à la protéine MRLC1-iRFP 
d͛uŶe Đellule ĠtalĠe suƌ laŵelle. Hauteur des images : 90 µm. 
Les observations que je présente ici, basées sur deux expériences particulières, sont 
communes à la majorité des expériences réalisées. A nouveau, dans ces expériences, le 
recrutement local de ARH entraîne une rétraction locale de la cellule (Figure 4-21). 
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Figure 4-21 : Localisation des myosines lors d͛uŶ recrutement local de ARH. (a) Image TIRF du signal MRLC1-
iRFP. Hauteuƌ de l͛iŵage : 65 µm. (b, c) Quantification de la fluorescence des signaux TIRF ARH (b) et TIRF MRLC1-
iRFP (c) moyenné dans les régions de (a). La courbe noire est relative à une région constituée de toute la cellule. (d) 
Kymographe de la distribution des myosines la long de la flèche blanche représentée sur (a). 
Lors du recrutement de ARH, la fluorescence associée au signal MRLC1 augmente et ce 
ŵġŵe daŶs des ƌĠgioŶs loiŶ de la zoŶe d͛aĐtiǀatioŶ ;Figure 4-21, b, c). Cependant, moins de 2 
minutes après le début de ces activations, le signal des myosines commence à être réorganisé 
spatialement. Il ĐoŶtiŶue de s͛eŶƌiĐhiƌ là où est localisé ARH mais diminue partout ailleurs dans 
la cellule - sauf à l͛extrémité opposée de celle-ci où il faudra environ 8 à 10 minutes pour que le 
signal commence à diminuer (région bleue, Figure 4-21, c). Les kymographes de cette figure 
indiquent que l͛augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de ces protéines dans la zone de recrutement 
est pƌogƌessiǀe et s͛Ġtaďlit suƌ uŶe duƌĠe de l͛oƌdƌe de 30 minutes, la rétraction et la protrusion 
ayant lieu quant à elles à paƌtiƌ d͛uŶe ƋuiŶzaiŶe de ŵiŶute. 
Nous soŵŵes eŶ pƌĠseŶĐe d͛uŶ pƌoďlğŵe où il est diffiĐile de décorréler trois effets :  
- le mouvement de la membrane,  
- l͛augŵeŶtatioŶ de la ƋuaŶtitĠ de myosines,  
- l͛eŶƌiĐhisseŵeŶt d͛aĐtiŶe – non observable sur ces expériences mais support à 
l͛aĐtiǀitĠ des ŵǇosiŶes.  
D͛apƌğs les teŵps ĐaƌaĐtĠƌistiƋues observés précédemment, il semďle Ƌue l͛actine soit 
recrutée avant le mouvement de membrane. Mais comment comprendre le recrutement à 
court terme des myosines ? Est-il assoĐiĠ au ƌeĐƌuteŵeŶt d͛actine ou bien est-il uniquement à 
ƌelieƌ à l͛aĐtiǀitĠ de ‘OCK daŶs la Đellule ? L͛eŶƌiĐhissement à long terme est également 
compliqué à comprendre. Est-il dû à l͛aĐtioŶ de ‘OCK ou ďieŶ à la rétraction de la membrane 
qui entraîne une augmentation locale de la densité de myosines ? Pour essayer de répondre à 
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ces questions il est apparu nécessaire de trouver un moyen d͛observer les signaux actine et 
myosine en parallèle. 
4.3.2   ArhGEF11-CRY2-Δ(mCherry) 
Nous aǀoŶs ǀu pƌĠĐĠdeŵŵeŶt Ƌu͛il est iŵpossiďle d͛observer la fluorescence de signaux 
doŶt la loŶgueuƌ d͛oŶde d͛eǆĐitatioŶ se situe eŶ dessous de ϱϯϬ nm sans activer CRY2. Pour 
observer en parallèle les signaux actine et myosine en parallèle, il faut utiliser les fluorophores 
mCherry et iRFP. La stƌatĠgie Ƌue j͛ai dĠǀeloppĠe consiste à retirer mCherry du plasmide codant 
la protéine ARH-CRY2-mCherry. En effectuant alors une quadruple transfection avec CIBN-GFP, 
ARH-CRY2-Δ(mCherry), Lifeact-mCherry et MRLC-iRFP, nous espérons avoir accès à une partie 
des réponses à nos questions. Par ailleurs, nous validons a posteriori que les cellules observées 
sont bien transfectées par le plasmide ARH-CRY2-Δ;ŵCheƌƌǇͿ paƌ l͛oďseƌǀatioŶ d͛uŶe ƌĠtraction 
locale (Figure 4-22). 
 
Figure 4-22 : Observation en parallèle de l͛actine et des myosines pendant un recrutement locale de ARH. (a, b) 
SigŶal TI‘F de l͛actine (a) et des myosines (b) 1, 20, 40 et 60 minutes après le début de l͛expérience. La zone 
d͛aĐtiǀatioŶ est représentée paƌ le ĐaƌƌĠ eŶ poiŶtillĠs ďleus. L͛aǆe de ƋuaŶtifiĐatioŶ des kǇŵogƌaphes de la Figure 
4-23 et de la Figure 4-24 est représenté par la flèche. Hauteurs des images : 80 µm. 
Ce film présente l͛augŵeŶtatioŶ loĐale de la ƋuaŶtitĠ d͛aĐtiŶe et de ŵǇosiŶe au Đouƌs du 
temps ainsi que le mouvement global de la cellule lié au recrutement de ARH. Nous avons tracé 
des kymographes dont l͛aǆe passe paƌ la peƌtuƌďatioŶ et le poiŶt le plus ĠloigŶĠ de la Đellule 
pour ǀisualiseƌ le plus pƌĠĐisĠŵeŶt possiďle l͛ĠǀolutioŶ spatiotemporelle de ces quantités, en 
tenant compte de la ĐƌĠatioŶ d͛une polarité avant/arrière. Nous notons, en particulier, que le 
kymographe obtenu à partir du signal MRLC1 du film de la Figure 4-22 présente un profil (Figure 
4-23, c) semblable à celui obtenu dans le cas de la Figure 4-21.  
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Pour comprendre leur rôle dans la création de la polarité avant/arrière des cellules. Nous 
allons donc chercher dans ces films les différences et les ressemblances entre les images de 
l͛aĐtiŶe et Đelles de la ŵǇosiŶe. 
 
Figure 4-23 : ‘epƌĠseŶtatioŶ de la loĐalisatioŶ de l͛actine et des mǇosiŶes loƌs d͛uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt de A‘H loĐal. 
(a) Signal TIRF de Lifeact-i‘FP. Hauteuƌ de l͛iŵage : 80 µm. La flèche ƌepƌĠseŶte l͛aǆe seloŶ leƋuel soŶt ƌepƌĠseŶtĠs 
les kymographes (b-e). (b-e) Kymographes de largeur 53 µm associées aux signaux TIRF des myosines (c, e) et de 
l͛actine (b, d) aux temps courts, de 0 à 15 minutes (d, e) et aux temps longs, de 0 à environ 2 heures (b, c). Sur (d) et 
(e) le signal représenté est le signal brut auquel est soustrait la valeur de la première image. 
Entre 2 et 5 minutes après le début des activations, actine et myosines sont recrutées 
partout dans la cellule (Figure 4-23, d, e). Une explication probable de ce phénomène est que 
ARH est recruté un partout dans la cellule lors des premières activations. Cela explique 
l͛augŵeŶtatioŶ Ƌuasi iŶstaŶtaŶĠe de la ƋuaŶtitĠ d͛aĐtiŶe ŵais pas l͛augŵeŶtatioŶ du sigŶal 
myosine. Le seul processus en accord avec ce qui suit est Ƌu͛aǀaŶt l͛activation, il existe une 
ƌĠseƌǀe d͛aĐtiŶe et de myosine dans le cytoplasme. L͛aĐtiŶe filaŵeŶteuse, ƋuaŶt à elle, seƌait 
initialement saturée en moteurs moléculaires. Lorsque ARH est recrutée, cela entraine la 
foƌŵatioŶ de filaŵeŶts d͛aĐtiŶe « nus », accessiďles auǆ ŵǇosiŶes ĐǇtoplasŵiƋues Ƌui s͛Ǉ fiǆeŶt. 
Apƌğs Đette pĠƌiode iŶitiale, le sigŶal ƌelatif à l͛actine daŶs la zoŶe d͛aĐtiǀatioŶ continue à 
augmenter au cours du temps, alors que le signal lié aux myosines ne progresse plus. Nous 
observons ici la première différence entre les deux signaux : la localisation beaucoup plus rapide 
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(en 10 minutes) d͛uŶe ƌĠseƌǀe d͛actine locale très importante qui est ensuite suivie par une 
augmentation de MRLC1-iRFP (en 25 minutes). Concomitamment à cette augmentation, la 
membrane de la cellule commence à se rétracter. Dès lors, il est difficile de savoir si cette 
augmentation est due à la rétraction de la membrane ou bien si elle a entrainé cette rétraction.  
De plus, nous observons sur la Figure 4-23, c, plusieurs signaux MRLC1 qui collapsent. L͛un 
vient du bord extérieur de la cellule et l͛autƌe vient de l͛iŶtĠƌieuƌ de la Đellule (flèche blanche). Il 
est possible que ce mouvement, au cours duquel la ƋuaŶtitĠ d͛actine reste constante, soit dû à 
l͛activité des myosines seules, leur enrichissement ayant pour origine un collapse des zones 
riches en acto-myosine plutôt qu͛une relocalisation par diffusion dans le cytoplasme. 
Sur ces expériences, j͛ai ƌĠalisĠ deuǆ autƌes tǇpes d͛aŶalǇse. J͛ai tracé le produit point par 
poiŶt du kǇŵogƌaphe de l͛aĐtiŶe avec celui de la myosine, qui peut être interprété comme une 
ŵesuƌe poteŶtielle de la ĐapaĐitĠ à se ĐoŶtƌaĐteƌ d͛uŶe Đellule (Figure 4-24, a). Ce kymographe 
indique que le produit actine fois myosine atteint des niveaux supérieurs aux niveaux initiaux au 
Đouƌs de l͛aĐtiǀatioŶ de ‘hoA. 
 
Figure 4-24 : Représentation de deux ĐaƌaĐtĠƌistiƋues du ƌĠseau d͛aĐto-myosine pour un recrutement local de 
ARH. (a, b) Kymographe de la même expérience que celle présentée sur la Figure 4-23. (a) Représentation du produit 
du sigŶal d͛actine par le signal myosine. (b) Représentation du quotient du signal myosine par le signal actine. Les 
pixels pour lesquels l͛actine était en dessous du bruit ont été mis à 0. Largeur des kymographes : 53 µm. Longueur : 
environ 2 heures. 
Sur le deuxième kymographe de cette figure (Figure 4-24, b), j͛ai ƌepƌésenté un équivalent 
de la densité de myosines paƌ uŶitĠ d͛actine, en calculant pour chaque pixel le rapport de la 
quantité de MRLC1 sur le signal actine. Nous notons ainsi que, loƌs du ƌeĐƌuteŵeŶt d͛A‘H, il est 
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iŵpossiďle d͛obtenir des densités supérieures à celles initialement présentes dans les cellules, 
Đe Ƌui ĐoŶfoƌte l͛idĠe Ƌu͛iŶitialeŵeŶt, les filaŵeŶts d͛aĐtiŶe soŶt satuƌĠs eŶ ŵǇosiŶes.  
Nous notons également sur ces kymographes le décalage temporel entre recrutement 
d͛aĐtiŶe et de ŵǇosiŶe, aiŶsi Ƌue le collapse de la zone de haute densité vers la zone 
d͛aĐtiǀatioŶ ;flğĐhe ďlaŶĐheͿ. 
4.3.3   Dynamique des myosines 
Nous pouvons également regarder la dynamique des myosines dans les cellules pour 
comprendre les phénomènes impliquant le réseau d͛acto-myosine. En réalisant des expériences 
de FRAP sur des cellules exprimant MRLC1-iRFP, nous avons accès au temps caractéristique de 
retour de fluorescence associé au phénomène de dissociation/association des myosines. 
 
Figure 4-25 QuaŶtifiĐatioŶ de la dǇŶaŵiƋue de M‘LCϭ. ;aͿ Iŵage TI‘F i‘FP d͛uŶe Đellule tƌaŶsfeĐtĠe aǀeĐ 
MRLC2-iRFP juste après une routine de FRAP sur les trois régions carrées représentées en vert, jaune et rouge. 
Hauteuƌ de l͛iŵage : 85 µm. (b) Quantification de la fluorescence au cours du temps dans les trois régions de FRAP. 
Les valeurs obtenues concernant les temps caractéristiques sont de 107s, 92s et 93s pour les régions respectivement 
rouge, verte et jaune. En noir est représenté le résultat des ajustements exponentiels. 
Sur ces expériences, nous avons mesuré des temps caractéristiques de retour de 
fluoƌesĐeŶĐe de l͛oƌdƌe de ϵ0 secondes +/- 20 secondes sans observer de différence particulière 
entre la dynamique sur des fibres de stress et sur des zones plus dispersées en actine. Ces 
résultats sont en contradiction avec des expériences similaires, effectuées sur des cellules M2, 
où il a été déterminé des temps caractéristiques de ƌetouƌ de fluoƌesĐeŶĐe de l͛oƌdƌe de ϱ 
secondes (101).  
Un point important à noter sur ces expériences est la présence, à cette échelle temporelle, 
d͛uŶe gƌaŶde fƌaĐtioŶ iŵŵoďile. EŶ effet, le niveau de fluorescence ne remonte pas à plus de 40 
pourcent de son niveau le plus bas. Cela signifie que 60 à 80 pourcent des protéines qui sont 
photoblanchies, sont iŵpliƋuĠes daŶs uŶe dǇŶaŵiƋue d͛attaĐheŵeŶt/dissoĐiatioŶ à l͛aĐtiŶe, 
dont le temps caractéristique est d͛au moins un ordre de grandeur supérieur, soit une dizaine 
de minutes. D͛autƌes eǆpĠƌieŶĐes de F‘AP, avec un intervalle de temps plus grand, 
permettraient d͛eŶ oďteŶiƌ uŶe ǀaleuƌ plus précise.  
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Si ces valeurs de temps de retour de fluorescence des myosines sont effectivement de 
l͛oƌdƌe de la dizaiŶe de ŵiŶutes, cela soulignerait aloƌs l͛iŵpoƌtaŶĐe de la 
polymérisation/disparition d͛aĐtiŶe pouƌ les loĐaliseƌ spĠĐifiƋueŵeŶt - le signal ROCK étant lui 
siŵpleŵeŶt ƌespoŶsaďle de l͛aĐtiǀitĠ de Đes pƌotĠiŶes. 
4.3.4   Utilisation de drogues 
Une autre approche, pouƌ dissoĐieƌ l͛effet de la polǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe de l͛aĐtiǀatioŶ des 
myosines, consiste en l͛utilisatioŶ de dƌogues qui bloquent sélectivement la voie ROCK et la voie 
associée aux formines. De cette manière, nous souhaitons voir s͛il est possible respectivement, 
de gĠŶĠƌeƌ des foƌĐes eŶ l͛aďseŶĐe de ŵǇosiŶes aĐtiǀes et de relocaliser les myosines en 
l͛aďseŶĐe de ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶt d͛aĐtiŶe 
Bloquer la kinase ROCK 
Pour bloquer les myosines, deux drogues principales sont utilisées : la Blebbistatine et le 
Y27632. D͛apƌğs la littĠƌatuƌe, l͛utilisatioŶ de Y27632 (à 20 µM) inhibe l͛aĐtivité de la kinase 
ROCK, Đe Ƌui d͛apƌğs nos observations entraîne des modifications phénotypiques importantes 
(Figure 4-26). 
 
Figure 4-26 Effet de Y27263 sur une cellule HeLa déposée sur un patron de fibronectine en ligne. Images DIC 
avant (gauche) ainsi que 1h (milieu) et 2h (droite) apƌğs l͛ajout de Y27632 à 20 µM. Hauteur des images : 130 µm. 
En effet, des cellules initialement déposées sur des patrons de fibronectine en forme de 
ligŶes s͛Ġtalent fortement lorsque leur contractilité est bloquée avec cette drogue. Pour bloquer 
cet effet, les cellules ont été préalablement déposées sur des patrons de fibronectine ronds de 
50 µm de diamètre, puis la drogue a été ajoutée aux cellules et 2 heures leurs ont été laissées 
pouƌ s͛Ǉ haďitueƌ. Ensuite, en créant un recrutement local de ARH, nous observons toujours la 
polymérisation d͛actine, mais plus de rétraction des cellules (Figure 4-27). C͛est la preuve que 
l͛aĐtiǀité de la voie ROCK est nécessaire dans ces conditions pour créer de la rétraction.  
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Figure 4-27 : Effet de YϮϳϲϯϮ loƌs d͛uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt de A‘H suƌ Đellule HeLa. ;aͿ Iŵages DIC d͛uŶe Đellule 
déposée sur un patron rond de fibronectine avant et 50 minutes après le début des activations. La région 
d͛aĐtiǀatioŶ est la ƌĠgioŶ eŶ poiŶtillĠs bleus. (b) Signal TIRF de ARH 10 minutes après le début des activations. (c) 
Images TIRF de Lifeact avant ainsi que 6 et 50 minutes après le début des activations. (a-c) Hauteur des images : 60 
µm. ;dͿ ƋuaŶtifiĐatioŶ de l͛aĐtiŶe daŶs la ƌĠgioŶ ƌouge et la ƌĠgion blanche de (c). 
Bloquer les myosines 
Nous avons testé, par ailleurs, l͛effet de la Blebbistatine, qui doit bloquer directement 
l͛aĐtioŶ des ŵǇosiŶes II. Ces eǆpĠƌieŶĐes Ŷ͛oŶt pas été concluantes et ce pour deux raisons. La 
première est que la Blebbistatine formait des clusters de molécules, ce qui modifiait 
probablement son efficacité et la seconde est que la Blebbistatine est sensible à la lumière. 
Cette sensibilité dans le bleu, en particulier aux longueurs d͛oŶdes utilisées pour effectuer la 
photoactivation, dégrade cette drogue. Dans le cas où un mouvement de membrane aurait été 
créé malgré la présence de cette drogue, nous ne pourrions conclure si cet effet serait dû à une 
autre protéine activée par ROCK ou bien à une malfonction de cette drogue. 
Bloquer les formines 
L͛utilisatioŶ de dƌogues, en particulier SMIFH2, aurait pu démontrer que la polymérisation 
d͛aĐtiŶe iŵpliƋue effeĐtiǀeŵeŶt l͛aĐtioŶ des ǀoiǆ foƌŵiŶes - cette drogue étant reconnue pour 
sa capacité à bloquer cette voie de signalisation. En l͛incubant avec les cellules, et en faisant une 
photoactivation de ARH-CRY2, nous aurions pu ĐoŶĐluƌe suƌ l͛iŵpoƌtaŶĐe ƌelatiǀe de Đette ǀoie. 
Cependant, après l͛avoir utilisée à des concentrations allant de 30 nM à 150 nM, il est apparu 
Ƌu͛à faiďle ĐoŶĐentration, elle Ŷe ďloƋuait pas la polǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe – ou Ƌue de l͛aĐtiŶe 
était toujours polymérisée par une voie parallèle - et Ƌu͛à dose plus iŵpoƌtaŶte, elle modifiait 
trop l͛iŶtĠgƌitĠ de la Đellule. 
Fixer le cytosquelette d’actine 
Enfin, nous aurions souhaité comprendre si l͛eŶƌiĐhisseŵeŶt eŶ ŵǇosine II est un 
phénomène passif, dû à un enrichissement en actine, ou bien s͛il est pƌoǀoƋuĠ paƌ l͛aĐtioŶ seule 
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de ROCK. Il a été récemment publié un mélange de drogues doŶt l͛utilisatioŶ fige le 
cytosquelette d͛aĐtiŶe de manière stable (106). AiŶsi Ŷous auƌioŶs pu faiƌe ǀaƌieƌ l͛aĐtiǀitĠ de 
myosine II, en recrutant ARH, tout en conservant un cytosquelette identique. En pratique, j͛ai 
utilisé un mélange de Jaspakinolide et de Latrunculine B - sans le troisième constituant, qui était 
du Y27632 et qu͛il Ġtait iŵpossiďle de ƌajouter dans le contexte de cette expérience. Même en 
diminuant les concentrations par rapport à ce qui avait été reporté, il est apparu que ces 
drogues abîment trop le cytosquelette sur les échelles temporelles qui nous intéressent - de 
l͛oƌdƌe de l͛heuƌe.  
Il seŵďle Ƌue le Đouplage de l͛utilisatioŶ de dƌogues à l͛outil optogĠŶĠtiƋue ŶĠĐessite soit 
l͛utilisatioŶ d͛uŶ autƌe tǇpe Đellulaiƌe Ƌue des Đellules HeLa soit uŶe ĐaliďƌatioŶ beaucoup plus 
minutieuse des concentrations à utiliser. 
Nous avons démontré la ŶĠĐessitĠ de l͛aĐtiǀitĠ de ‘OCK pouƌ gĠŶĠƌeƌ de la ĐoŶtƌaĐtioŶ à 
paƌtiƌ de l͛aĐtiǀitĠ des ŵǇosiŶes. Il pourrait cependant être intéressant de regarder la 
loĐalisatioŶ de l͛aĐtiŶe et des ŵǇosiŶes eŶ ŵġŵe temps lors du traitement avec Y27632. 
L͛utilisatioŶ du plasŵide A‘H-CRY2-Δ(mCherry) avec cette drogue nous permettrait de 
comprendre si le recrutement des myosines est dépendant de ROCK ou bien seulement de 
l͛aĐtiŶe. 
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4.4   Résumé 
DuƌaŶt uŶe polaƌisatioŶ iŶduite paƌ l͛aĐtiǀatioŶ de CdĐϰϮ et ‘hoA, l͛oƌgaŶisatioŶ spatiale 
des points foĐauǆ d͛adhĠsioŶ Ġǀolue. 
Le recrutement local de ARH augmente les contraintes locales subies par les points focaux, 
taŶdis Ƌu͛à l͛opposĠ de la zoŶe de ƌeĐƌuteŵeŶt, de Ŷouǀelles adhĠsioŶs soŶt ĐƌĠĠes, Đelles-ci 
étant immédiatement intégrées au cytosquelette des cellules. 
UŶe aĐtiǀatioŶ loĐale de ‘hoA eŶtƌaiŶe uŶe polǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe doŶt le Ŷiǀeau dĠpeŶd 
du niveau du recrutement. 
Le ŵodğle liŶĠaiƌe thĠoƌiƋue ƌeliaŶt ƌeĐƌuteŵeŶt de A‘H et polǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe 
reproduit très correctement les résultats expérimentaux pour des valeurs spécifiques des 
paramètres      ,      . La valeur du paramètre      dépeŶd peu du tǇpe d͛aĐtiǀatioŶ et est 
relative à des temps caractéristiques de dispaƌitioŶ d͛aĐtiŶe de l͛oƌdƌe de ϯ ŵiŶutes. 
La disparitioŶ d͛aĐtiŶe ĐoƌƌespoŶd à l͛iŶtĠgƌatioŶ de plusieuƌs Ŷiǀeauǆ de sigŶalisatioŶ le 
loŶg du ƌĠseau assoĐiĠ à ‘hoA, elle Ŷ͛est pas uŶiƋueŵeŶt due au tuƌŶoǀeƌ de l͛aĐtiŶe et Ŷ͛est 
pas directement reliée à la désactivation de RhoA. 
 En théorie et en pratique, une polǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe loĐale eŶtƌaiŶe uŶe 
dĠpolǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe à loŶgue distaŶĐe. 
Un recrutement local de ARH entraine un enrichissement en myosines avec une dynamique 
plus leŶte Ƌue les ƌeĐƌuteŵeŶts d͛aĐtiŶes. “aŶs leuƌ aĐtiǀitĠ liĠ à ‘OCK, les Đellules polymérisent 
toujouƌs de l͛aĐtiŶe ŵais Ŷe ĐƌĠes plus de ƌĠtƌaĐtioŶ. 
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Chapitre 5 Discussion et perspectives 
Durant cette thèse, nous avons étudié les propriétés du système optogénétique CRY2/CIBN 
Ƌui, loƌsƋu͛il a ĠtĠ puďliĠ, seŵďlait pƌoŵetteuƌ ďieŶ Ƌue ses ĐaƌaĐtĠƌistiƋues pƌĠĐises Ŷ͛ĠtaieŶt 
pas connues. Depuis, la connaissance des caractéristiques de ce système a permis de 
comprendre les limites de celui-ci. Dès lors, en le couplant à des activateurs de RhoGTPases, 
nous avons réussi à contrôler de manière quantitative l͛oƌgaŶisatioŶ iŶteƌŶe loĐale des Đellules 
et à modifier leur polarité globale. 
Dans ce chapitre, nous allons aborder les résultats obtenus au regard de la biophysique du 
système et de l͛aŶalǇse des ƌĠseauǆ de sigŶalisatioŶ. Nous ǀeƌƌoŶs Ƌue Đes approches peuvent 
être généralisées à des systèmes optogénétiques voisins, aux caractéristiques physiques et 
biologiques comparables mais différentes. Nous aborderons également l͛iŶtĠƌġt de ĐoŶtƌôleƌ la 
polarisation de cellules pour comprendre : 
- l͛iŵpliĐation de protéines spécifiques,  
- le rôle de la polarité initiale, 
- la dynamique de sa modification globale. 
Nous verrons ensuite les améliorations envisageables pour ce système pour améliorer 
notre capacité à disséquer des processus biologiques impliqués dans la migration cellulaire, que 
cela soit au niveau du système CRY2/CIBN lui-même, au niveau du dispositif de microscopie 
utilisé ainsi que au niveau de notre approche globale de la perturbation des réseaux de 
signalisation.  
Nous conclurons enfin par les perspectives associées à notre approche couplant 
optogénétique et réponse des systèmes. Il semble, en effet, que cet outil optogénétique 
activateur des RhoGTPases Cdc42, Rac1 et RhoA puisse être implémenté à très court terme dans 
de nombreux domaines de la biophysique impliquant, ou non, la polarité cellulaire. 
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5.1   Conclusion 
5.1.1   Transposition de la méthode 
Dans cette thèse nous avons, dans un premier temps, étudié précisément les propriétés du 
système CRY2/CIBN. Nous avons vérifié que les processus de diffusion dans le cytoplasme, de 
diffusion à la membrane et de dissociation envisagés étaient en accord avec les observations 
expérimentales. Nous avons ensuite caractérisé précisément ces paramètres, ce qui a permis de 
comprendre les limites de ce système et la manière de le contrôler quantitativement. 
Longueur caractéristique 
Nous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌu͛il est possiďle, en changeant la fréquence des activations, de choisir 
la quantité de protéines recrutées dans la région d'intérêt sans avoir besoin de boucle de 
rétroaction sur le signal observé. Par ailleurs, bien que la dissociation du complexe ne soit pas 
contrôlée par la lumière, nous avons contrôlé la distribution spatiale de CRY2 en tenant compte 
de la longueur caractéristique intrinsèque de ce système :   √       . 
Cette approche reste vraie daŶs d͛autƌes systèmes optogénétiques et peut être réutilisée 
en tenant compte des différences entre systèmes. Par exemple, dans le cas de PA-Rac (Figure 
1-30), les protéines diffusent à la membrane, sont activées en présence de lumière, et sont 
désactivées apƌğs uŶ teŵps ĐaƌaĐtĠƌistiƋue d͛aĐtiǀitĠ. Le phénomène de dissociation dans 
CRY2/CIBN est remplacé ici par un phénomène de désactivation avec un taux      , mais il doit 
être possible d͛oďteŶiƌ des activations de Rac1 de longueur caractéristique de l͛oƌdƌe 
de   √       . 
Utilisation des domaines DHPH 
Dans un second temps, nous avons généralisé une approche présentant l'utilisation des 
domaines DHPH des GEF pour activer des RhoGTPases spécifiques. De cette manière, il est 
possiďle d͛aĐtiǀeƌ ces protéines de manière directe, saŶs joueƌ suƌ l͛aĐtiǀitĠ de pƌotĠiŶes en 
amont dans la chaîne de signalisation – telles que des récepteurs membranaires. De plus, en 
activant la réserve endogène de RhoGTPases, nous sommes sûrs de toujours travailler avec un 
nombre biologiquement pertinent de molécules actives, à la différence, par exemple, d͛une 
surexpression de RhoGTPases. 
Cette approche n'est pas limitée aux trois RhoGTPases RhoA, Rac1 et Cdc42 mais est 
applicable à d'autres RhoGTPases fonctionnant sur les mêmes principes. Il existe en effet chez 
les mammifères plus de vingt RhoGTPases et plus de cinquante GEF différentes dont les 
propriétés sont encore mal connues. Cet outil doit permettre une meilleure compréhension des 
relations entre GEF et RhoGTPases et peut, de plus, être utilisé pour recruter des GAP - qui 
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forcent la désactivation des RhoGTPases localement. Il est parfaitement utilisable également 
pour contrôler des processus plus complexes, associés au recrutement d͛uŶe pƌotĠiŶe 
possĠdaŶt uŶ doŵaiŶe GEF d͛uŶe ‘hoGTPases et GAP d͛uŶe autƌe, paƌ eǆeŵple. 
Cette approche utilisaŶt les doŵaiŶes DHPH Ŷ͛est pas liŵitĠe à uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt 
optogénétique. Ces domaines DHPH, greffés sur des billes magnétiques (83) ŵaŶipulĠes à l͛aide 
d͛uŶ aiŵaŶt, dans différentes parties des cellules, créent loĐaleŵeŶt de l͛aĐtiǀitĠ Đellulaiƌe. 
Cette appƌoĐhe Ŷ͛est pas ideŶtiƋue à l͛appƌoĐhe optogĠŶĠtiƋue ŵais plutôt complémentaire. En 
particulier, elle crée des recrutements sur des échelles spatiales plus petites (entre 40 et 200 
nm) et permet une parallélisation massives des expériences grâce à l͛utilisation de lamelles 
micro-fabriquées (>100 cellules en parallèle)(107). CepeŶdaŶt, au ĐoŶtƌaiƌe de l͛optogĠŶĠtiƋue, 
ces systèmes ne sont pas génétiquement implémentés, ils nécessitent l͛iŶjeĐtioŶ des paƌtiĐules 
magnétiques dans les cellules et ne permettent pas le contrôle précis de la perturbation au 
Đouƌs d͛uŶe ŵġŵe eǆpĠƌieŶĐe. 
5.1.2   Plateforme pour l'étude de la polarité  
Polarisation d’une cellule 
Nous avons présenté, dans cette thèse, les changements phénotypiques relatifs à une 
activation locale de RhoGTPase. Que ce soit dans le cas de Cdc42 ou de RhoA, aucune de ces 
eǆpĠƌieŶĐes Ŷ͛a ĠtĠ eŶ ĐoŶtƌadiĐtioŶ avec les derniers développements publiés dans le domaine 
des RhoGTPases. De plus, tous les phénotypes créés avaient déjà été observés, comme dans le 
cas de la protrusion avant qui entraîne l͛aƌƌiğƌe (108), et le cas de l͛aƌƌiğƌe d͛uŶe cellule qui en 
se ĐoŶtƌaĐtaŶt ĐƌĠe uŶe pƌotƌusioŶ à l͛aǀaŶt (109)(110). Nous créons donc des perturbations qui 
sont biologiquement pertinentes. 
Les premières expériences présentées ont permis d'observer le déroulement temporel de 
cette polarisation à partir d'un état initial non polarisé. Par la suite, nous avons regardé 
précisément le rôle de protéines clés quant à leur implication dans la contraction cellulaire. Les 
résultats de nos expériences sont en accords avec les rôles observés par la communauté 
scientifique. AiŶsi, les ǀiŶĐuliŶes, l͛aĐtiŶe et les myosines sont impliquées à travers leur 
organisation et leur activité loƌs d͛uŶe aĐtiǀatioŶ loĐale de ‘hoA. Il seŵďle eŶ paƌtiĐulieƌ Ƌue les 
vinculines fassent le lien entre le substrat des cellules et leur cytosquelette et que ce 
cytosquelette - en partiĐulieƌ l͛aĐtiŶe - soit le support nécessaire aux myosines pour générer la 
contraction des cellules. 
Dans le cadre de ces expériences, il serait intéressant de tester la dynamique des autres 
régulateurs de la polarité cellulaire, Đoŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs fait suƌ l͛eǆeŵple du ƌĠseau aĐto-
myosine. Il faudrait, par exemple, observer la réorientation des positions relatives du noyau, du 
centrosome et de l͛appaƌeil de Golgi (111), qui sont des éléments importants de la polarité 
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cellulaire globale. Il faudrait, de plus, regarder la dynamique des microtubules pour savoir s͛ils 
sont impliqués directement dans ce type de processus (112)(26). 
Nous avons établis durant ces expériences des courbes de réponse moyennées sur cinq 
cellules. En augmentant notre échantillon pour chacune des RhoGTPases, il est possible de créer 
des courbes de référence qui seraient utiles par la suite à la recherche de comportements 
singuliers. Trois classes de modifications cellulaires peuvent alors être testées :  
- l͛utilisation de drogues, 
- les mutations génétiques, 
- la suppression de gènes. 
En comparant les courbes obtenues lors de ces modifications à celles de référence, il est alors 
possiďle de ŵesuƌeƌ l͛effiĐaĐitĠ d͛uŶe dƌogue, l͛iŵpoƌtaŶĐe d͛uŶe ŵutatioŶ ou d͛uŶ gğŶe ǀis-à-
vis de la polarisation dans le cas de ces RhoGTPases. 
Le dernier point que nous avons souleǀĠ est la ƌĠgulatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ des ‘hoGTPases suƌ 
des distaŶĐes de l͛oƌdƌe de la ǀiŶgtaiŶe de ŵiĐƌoŵğtƌes. Ce pƌoďlğŵe Ŷ͛est toujouƌs pas 
Đoŵpƌis, ŵais l͛optogĠŶĠtiƋue, ĐouplĠs aǀeĐ l͛oďseƌǀatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ des ‘hoGTPases, des 
modifications de la teŶsioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe ou l͛oďseƌǀatioŶ des fluǆ de cytosol devraient y 
répondre. 
Inversion de polarité cellulaire 
L'utilisation de patrons de fibronectine en double arbalète couplée avec l'optogénétique 
s'est révélé être un outil d͛iŶtĠƌġt. Ils génèrent une polarité cellulaire initiale robuste qui n͛est 
pas modifiable ŶatuƌelleŵeŶt. EŶ aĐtiǀaŶt des ‘hoGTPases à l͛iŶǀeƌse de la polaƌitĠ eǆistaŶte et 
en étudiant systématiquement la manière dont les cellules se réorganisent, à l͛aide d͛effeĐteuƌs 
fluorescents, nous pouvons quantifier les modifications moléculaires nécessaires au 
changement de polarité. 
Avec ce système, il devrait être possible de mesurer les conditions nécessaires et 
suffisantes pour que les cellules réussissent à passer d'un patron à un autre, en termes de 
distribution spatiale et temporelle de GEF recrutée. Comme dans le cas de la polarisation sans 
polarité initiale, il serait alors possible de combiner cette approche à des modifications 
génétiques sur des protéines dont l͛iŵpliĐatioŶ dans la polarité cellulaire est supposée. Les 
variations relatives aux conditions suffisantes pour le changement de polarité pourraient alors 
donner des indices sur l͛iŵpoƌtaŶĐe relative de ces protéines. 
En comparant les résultats obtenus avec ceux pour des cellules sans patron, il serait 
possible de ƋuaŶtifieƌ l͛effet de la polaƌitĠ iŶitiale des Đellules ce qui devrait permettre, en 
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particulier, de comprendre si, dans ce type de problème, le paramètre important est le nombre 
de protéines recrutées ou bien la différence entre le nombre de protéines à chacun des pôles. 
J͛ai pƌĠseŶtĠ iĐi les ƌĠsultats oďteŶus suƌ uŶ tǇpe de patƌoŶ - les doubles arbalètes - dont les 
caractéristiques en termes de forme, de concentration en fibronectine et d͛aiƌe d͛adhĠsioŶ sont 
fixées. Mais il serait intéressant de changer ces paramètres et ainsi modifier le niveau de l͛Ġtat 
de transition et la staďilitĠ des deuǆ positioŶs d͛ĠƋuiliďƌe. En effet, il doit être possible 
d͛augmenter ou diminuer la difficulté de passer d'un patron à l'autre en modifiant la 
concentration de fibronectine à forme fixée, ou bien en modifiant la forme du patron à aire 
d͛adhĠsioŶ ĐoŶstaŶte (113). Les changements observés concernant les conditions suffisantes à 
la tƌaŶsitioŶ d͛uŶ patƌoŶ à uŶ autƌe seraient alors à relier aux nouvelles contraintes mécaniques 
Ƌui s͛appliƋueŶt suƌ les Đellules. 
5.1.3   Analyse intégrée de la réponse d’un réseau de signalisation 
Lors de l'analyse du lien entre recrutement de ARH et polymérisation d'actine, nous avons 
observé que la connaissance des détails moléculaires de toutes les étapes intermédiaires, n'était 
pas indispensable à la description du phénomène. Ainsi, le turnover de l'actine n'est pas une 
donnée importante du problème, il faut davantage considérer l'ensemble comme un module 
dont la fonction est de polymériser de l'actine à partir de l'activation de RhoA. Le modèle 
d͛iŶteƌaĐtioŶ Ƌue nous avons développé reproduit correctement les résultats à partir de deux 
grandeurs dynamiques seulement : un taux de polymérisation d'actine à partir d'une 
concentration de ARH recrutée et un taux de disparition de l'actine. Ces paramètres ont été 
obtenus à partir de nos expériences et peuvent reproduire des recrutements complexes – tels 
que les recrutements à deux marches. Maintenant que cette approche a été validée, il faudrait 
se pencher sur l'influence sur ces paramètres du contexte cellulaire initial. 
Ces analyses ne sont pas limitées à la voie de signalisation impliquant RhoA. Il serait 
intéressant de regarder leur valeur daŶs le Đas de la polǇŵĠƌisatioŶ/dĠpolǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe 
associée aux voies Cdc42 et Rac1. La comparaison de ces paramètres pour les différentes 
RhoGTPases pourrait ainsi améliorer notre compréhension des différentes dynamiques de 
régulation en jeu.  
Cette approche n'est pas non plus restreinte aux voies des RhoGTPases mais est applicable 
à n'importe quel réseau de signalisation. Il suffit pour cela de pouvoir contrôler la perturbation 
et quantifier la perturbation. Cette quantification Ŷ͛ĠtaŶt pas ƌestƌeiŶte à une mesure de 
fluorescence mais pouvant être Ŷ͛iŵpoƌte Ƌuel changement de phénotype quantifiable, tel que 
l'activité membranaire, le déplacement de la cellule ou d'une de ses structures internes. Si nous 
ajoutons à Đela uŶ ŵodğle d͛iŶteƌaĐtioŶ, il est possible d͛extraire du système les paramètres 
dynamiques décrivant son agencement. Ces paramètres peuvent nous donner des informations, 
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par exemple, sur le Ŷoŵďƌe d͛iŶteƌŵĠdiaiƌes eŶtƌe la peƌtuƌďatioŶ et la réponse et la linéarité 
du système, mais aussi peƌŵettƌe de dĠteƌŵiŶeƌ Ƌuelles soŶt les peƌtuƌďatioŶs Ƌu͛il faut 
effeĐtueƌ pouƌ oďteŶiƌ uŶ Ġtat Ƌui Ŷ͛a jaŵais ĠtĠ oďseƌǀĠ pƌécédemment. 
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5.2   Amélioration du contrôle de l’activité des RhoGTPases 
5.2.1    Modification du système CRY2/CIBN 
Nous avons vu dans cette thèse que le système optogénétique CRY2/CIBN possède des 
caractéristiques permettant d͛atteindre une résolution spatiale de 5 µm et une résolution 
temporelle de l'ordre de 5 secondes pour créer la perturbation et de 3 minutes pour qu'elle 
disparaisse. Cependant, nous pourrions être amenés à vouloir changer ces valeurs. Diminuer la 
taille caractéristique serait important, par exemple, pour travailler avec des cellules de taille 
inférieure à des cellules HeLa. Diminuer le temps caractéristique de dissociation serait 
important également pour créer des perturbations périodiques de période plus courtes que 180 
secondes. 
Résolution temporelle 
Pour améliorer la résolution temporelle, il s͛agit de diminuer le temps de dissociation du 
complexe. Pour ce faire, il faut trouver des mutations des protéines CRY2 et/ou CIBN qui 
diminuent le temps d'interaction de ces protéines. Les expériences réalisées seraient alors les 
mêmes que celles effectuées précédemment, il faudrait simplement adapter la fréquence 
d͛aĐtiǀatioŶ eŶ teŶaŶt Đoŵpte de la disparition plus rapide de la perturbation. 
Résolution spatiale 
Pour augmenter la résolution spatiale, deux paramètres sont modifiables. Le premier est la 
taille caractéristique   qui dépend de la racine carré de      . Ce paramètre est modifiable en 
changeant soit le temps caractéristique d'interaction, soit la valeur du coefficient de diffusion. 
En pratique, pour diminuer  , il faudrait diminuer   en augmentant le nombre de domaines 
d͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ la ŵeŵďƌaŶe, par exemple, ou bien en créant une fusion entre CIBN et une 
protéine membranaire spécifique diffusant moins vite. 
Si nous parvenons à diminuer   jusƋu͛à uŶe taille de l͛oƌdƌe du ŵiĐƌoŵğtƌe, un deuxième 
phénomène limitera la résolution spatiale : la diffusion cytoplasmique de CRY2-mCherry dans le 
cytoplasme. En effet, cette diffusion crée un signal initial d'une largeur de l'ordre de la mi-
hauteur de la cellule, soit en pratique 3-4 µm. Il est possible d'annuler cet effet en inversant le 
système, c'est à dire avoir CRY2 initialement fixé à la membrane repéré par une protéine GFP et 
CIBN dans le cytoplasme fusionné avec une protéine mCherry (Figure 5-1, b). En collaboration 
avec l͛ĠƋuipe de Xaǀieƌ MoƌiŶ à l͛IŶstitut de biologie de l͛Ecole Normale Supérieure, nous avons 
tenté différentes stratégies pour inverser le système en changeant le tǇpe d͛ancre membranaire 
et la distance séparant les différentes protéines, en vain. Les deux protéines sont bien 
exprimées par les cellules, respectivement à la membrane et dans le cytoplasme, mais aucun 
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recrutement n'a été observé. Depuis, cette impossibilité à inverser le système a par ailleurs été 
ĠǀoƋuĠe paƌ d͛autƌes ĐheƌĐheuƌs (76). 
 
Figure 5-1 : Schéma du système CRY2/CIBN (a) et de sa version iŶǀeƌsĠe ;ďͿ peƌŵettaŶt de ĐoŶtouƌŶeƌ l͛effet 
de la diffusion cytoplasmique. 
CRY2/CIBN et mitose 
Un autre point à comprendre et à améliorer est la possibilité de faire fonctionner ce 
système en mitose. Nous n'avons pas encore réussi à en déterminer la raison exacte, mais ce 
système fonctionne, en effet, moins bien lors de la division cellulaire. Les gènes codant le 
sǇstğŵe C‘YϮ/CIBN, eǆtƌaits du gĠŶoŵe d͛uŶe plaŶte, Ŷ͛ĠtaŶt pas pƌĠseŶts Đhez les Đellules 
ŵaŵŵifğƌes, il est diffiĐile d͛eŶǀisageƌ la ƌaisoŶ pouƌ laƋuelle l͛effiĐaĐitĠ des ƌeĐƌuteŵeŶts 
puisse varier en fonction du cycle cellulaire. Il semble cependant que CRY2 possède des 
protéines homologues chez les mammifères impliquées dans des cycles circadiens (114), elles 
possèdent donc potentiellement un rôle différent durant les différentes périodes du cycle 
cellulaire. Il a été possible de faire fonctionner ce système dans des cellules en division dans le 
cas particulier où les cellules expriment une très grande quantité de CRY2. L͛eǆpliĐatioŶ Ƌue 
nous proposons est que CRY2 interagit avec un facteur de transcription nucléaire qui est relâché 
dans le cytoplasme au ŵoŵeŶt de l͛ouǀeƌtuƌe de la ŵeŵďƌaŶe ŶuĐlĠaiƌe et Ƌui titre CRY2. Il 
s͛agit doŶĐ, pour faire fonctionner ce système dans ces conditions, de travailler avec des 
grandes quantités de CRY2 exprimées par les cellules. Une solution à long terme serait de 
réussir à déterminer le facteur de transcription avec lequel CRY2 interagit et de trouver une 
mutation dans CRY2 qui empêche cette interaction. 
5.2.2   Amélioration de l'approche 
Contrôle de l’activation 
Le module de FRAP utilisé pour photoactiver CRY2 permet de dessiner précisément la zone 
à illuminer. Cependant, cette illumination active des protéines CRY2 dans tout le cône de 
lumière du laser focalisé, ce qui augmente la taille de recrutement effective. Un autre 
inconvénient de ce système de microscopie est son incapacité à moduler l͛iŶteŶsitĠ envoyée sur 
les différents points de la zone dessinée, ce qui nous empêche de créer des gradients spatiaux 
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d͛illuŵiŶatioŶ, par exemple. Pour répondre à ces deux problèmes, il a été développé au 
laboratoire un microscope basé sur la technologie DLP (Digital Light Processing), technologie 
utilisée couramment dans les vidéoprojecteurs. Le principe est le même que le microscope 
commercial Mosaic (ANDOR), utilisé dans l͛article (69). Il se ďase suƌ l͛utilisatioŶ d͛uŶe Đellule de 
608*684 micro miroirs de 7,6 µm de taille caractéristique, orientables indépendamment à 4 kHz 
dans deux directions particulières. En éclairant ces miroirs avec de la lumière bleue, et en 
faisaŶt l͛iŵage de Đette Đellule de ŵiƌoiƌs daŶs le plaŶ oďjet du ŵiĐƌosĐope, il est possible 
d͛illuminer les Đellules aǀeĐ Ŷ͛iŵpoƌte Ƌuel tǇpe de patƌon de lumière. En modifiant la 
proportion du temps que les différents miroirs restent dans une position, nous contrôlons 
l͛iŶteŶsitĠ luŵiŶeuse eŶǀoǇĠ suƌ les diffĠƌeŶts poiŶts de la laŵelle. Cette teĐhŶiƋue peƌŵet 
alors de projeter à 120 Hz des images possédant une résolution de 8-bit (256 niveaux de gris). 
Paƌ ailleuƌs, la luŵiğƌe aƌƌiǀaŶt suƌ l͛eŶtƌĠe de l͛oďjeĐtif Ŷ͛ĠtaŶt pas ĐolliŵatĠe, Đela diŵiŶue la 
ƌĠsolutioŶ de la taille ŵiŶiŵale du spot ŵais peƌŵet d͛aǀoiƌ uŶ ĐôŶe de luŵiğƌe ŵoiŶs diǀeƌgeŶt 
ce qui peƌŵet d͛aĐtiǀeƌ ŵoiŶs de C‘YϮ à l͛eǆtĠƌieuƌ de la ƌĠgioŶ d͛iŶtĠƌġt (115). 
Quantification du recrutement 
Toutes les mesures de fluorescence effectuées dans cette thèse ont pour unité une unité 
arbitraire qui dépend des caractéristiques de l'imagerie (gain de la camera, puissance laser, 
temps d'exposition, profondeur de pénétration du TIRF) alors que nous souhaitons faire ces 
quantifications en nombre absolu de protéine. Il faut donc trouver une manière de calibrer le 
système.  
Deux approches différentes de ce problème sont envisageables. La première technique 
serait l'utilisation de patrons sur des lamelles fonctionnalisées avec une concentration 
surfacique connue de protéines fluorescentes. En comparant leur fluorescence à celle des 
cellules déposées sur des patrons voisins, il serait alors possible de déterminer le nombre de 
protéines recrutées dans ces cellules. Un des inconvénients de cette technique est que les 
protéines fluorescentes sur la lamelle ne sont pas dans un milieu possédant les mêmes 
caractéristiques ioniques que celles intracellulaires, ce qui en modifie les caractéristiques de 
fluorescence. 
La deuxième méthode consiste à regarder la courbe de photoblanchiment d͛uŶe Đellule au 
cours du temps (Figure 5-2). Dans le régime où toutes les molécules sont photoblanchies, 
certaines récupèrent aléatoirement leur fonctionnalité et peuvent être excitées à nouveau. 
Nous observons alors la fluorescence de molécules uniques ce qui détermine le rapport entre 
fluorescence et nombre de molécules (116). Si les paƌaŵğtƌes d͛iŵageƌie Ŷe ĐhaŶgeŶt pas, alors 
ce rapport reste constant au cours du temps sur des cellules voisines de celle testée. Ce type de 
mesure pourrait être réalisé en particulier à la fin de chaque film, quand les cellules ne sont plus 
utiles 
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Figure 5-2 : Quantification de la relation entre fluorescence et nombre de protéines. Graphique représentant la 
décroissance du signal fluorescent due au photoblanchiment. Dans le régime complètement noir (au-delà de l͛iŵage 
ϰϬϬϬͿ, il est possiďle de ǀoiƌ appaƌaitƌe des pulses d͛iŶteŶsitĠs ;ŵis eŶ aǀaŶt paƌ le ĐaƌƌĠ eŶ poiŶtillĠs ƌougesͿ ƌelatif 
à la fluoƌesĐeŶĐe d͛uŶe pƌotĠiŶe uŶiƋue. Images adaptées de (116). 
Lignée cellulaire 
Les expériences présentées dans cette thèse sont basées sur la lignée cellulaire HeLa qui a 
été principalement choisie pour une raison : le fait que ces cellules sont relativement faciles à 
transfecter. C'était en effet très important lors des expériences préliminaires de choix et de 
caractérisation du système optogénétique. Par ailleurs, il Ŷ͛Ǉ a pas de ƌaisoŶ pouƌ Ƌue la 
biophysique du système CRY2/CIBN dépende du type cellulaire, les coefficients de diffusions  
membranaire et cytoplasmique et le temps caractéristique de dissociation sont probablement 
très proches des cellules HeLa aux fibroblastes. Concernant la facilité de transfection, 
l͛utilisatioŶ de Đes cellules est importante également lors des expériences où il faut transfecter 
quatre plasmides en parallèle, ce qui n'est pas évident dans tous les types cellulaires. 
Cependant, il aurait été intéressant d'utiliser plus largement des cellules dont les propriétés 
de migration ont été plus largement établies tels que les fibroblastes NIH3T3. La limitation 
principale à l'utilisation de ces cellules est la très faible efficacité de transfections obtenue, de 
l͛oƌdƌe de ϯ pourcent des cellules (en comparaison à 40 pourcent pour des HeLa). La solution 
envisagée est alors de créer des plasmides lentiviraux. Les cellules seraient alors infectées au 
lieu d͛être transfectées, ce qui devrait avoir une meilleure efficacité. Par ailleurs, l͛ADN sera 
mieux intégré dans le génome et la création de lignées cellulaires stables sera plus facile. De 
cette manière, il serait possible d͛activer localement les RhoGTPases dans des fibroblastes, ce 
qui permettrait de rechercher des phénomènes tels que la persistance (117) lors de la création 
de mouvement des cellules – Ƌue Ŷous Ŷ͛aǀoŶs pas oďseƌǀĠs daŶs les HeLa. 
Cette étude se basant sur les cellules HeLa a par ailleurs révélé des éléments très 
intéressants. Il est apparu que ces cellules, à l͛aĐtiǀitĠ et à la ŵoďilitĠ Ŷatuƌelle tƌğs ƌĠduites, 
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s͛oƌgaŶiseŶt très différemment loƌsƋue l͛aĐtiǀité de leurs RhoGTPases est forcée. Les 
phénotypes que nous avons observés sont en effet très proches de ceux de cellules migrantes. 
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5.3   Perspectives 
Une partie de cette thèse a été consacrée à la caractérisation de l͛outil optogĠŶĠtique en 
lui-même et à la vérification de sa capacité à activer les voies de signalisation associées à Rac1, 
Cdc42, et RhoA. Ces plasmides, utilisĠs daŶs le Đadƌe de l͛Ġtude de la polaƌitĠ à l͛ĠĐhelle de la 
cellule unique, peuvent avoir une utilité bien au-delà de ce domaine. 
Que cela soit lors de discussions de couloir à l͛IŶstitut Cuƌie ou bien au cours des séminaires 
et conférences auxquels j͛ai pu assister et participer, il est apparu que cette approche pourrait 
avoir un intérêt à très court terme dans un grand nombre de domaine de la biophysique. 
Pour conclure cette thèse, je vais donc introduire quelques expériences pour lesquelles 
l͛utilisatioŶ de Đette approche associant optogénétique et analyse quantitative pourrait être 
profitable. 
5.3.1   In vitro 
In vitro, il est possible de mettre en solution tous les composants pour polymériser des 
microtubules par exemple. Désormais, les chercheurs sont même capables de créer des 
ǀĠsiĐules suƌ lesƋuelles ils gƌeffeŶt et polǇŵĠƌiseŶt de l͛aĐtiŶe (Figure 5-3, a)(118). Cependant, 
les phénomènes régissant la répartition des protéines dans ces systèmes sont la diffusion et les 
réactions chimiques. Ces phénomènes interviennent de manière homogène et ne sont contrôlés 
que part la concentration des différents éléments en solution. Il existe quelques méthodes qui 
peƌŵetteŶt d͛effectuer des perturbations locales telles Ƌue l͛utilisatioŶ de ŵiĐƌopipettes ou de 
dispositifs de microfluidique, cependant elles ne sont pas précises et crées souvent des flux.  
DaŶs Đe Đas, l͛utilisatioŶ de l͛optogĠŶĠtiƋue seƌait hauteŵeŶt profitable quant à la création 
d͛Ġǀènements locaux. Il devrait être possible, en particulier, de reconstituer des systèmes dans 
lesƋuels l͛aĐtiǀitĠ des ŵǇosiŶes et/ou la polǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe puisse être forcée - avec ARH et 
ITSN par exemple. Il faudrait simplement purifier ces protéines ainsi que CIBN-GFP et créer des 
vésicules enrichies en CIBN. De cette manière, il serait alors possible de recruter localement 
ITSN sur ces vésicules. Si le réservoir est de plus enrichi en actine, par exemple, aiŶsi Ƌu͛en tous 
les constituants nécessaires à la polǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe ǀia la ǀoie cdc42 et Arp2/3, il serait 
alors possible de polymériseƌ de l͛aĐtiŶe au ĐoŶtaĐt aǀeĐ la ŵeŵďƌaŶe de la ǀĠsiĐule (Figure 5-3, 
a). Nous pourrions alors étudier l͛effet, sur la forme de cette vésicule, d͛uŶe distƌiďutioŶ ŶoŶ 
hoŵogğŶe d͛aĐtiŶe. Cette répartition asymétrique pouvant également reproduire le phénotype 
de vésicules qui sont poussées par une Đoŵğte d͛aĐtiŶe ďƌaŶĐhĠe (118)(119). 
Il est possible, par ailleurs, de tirer des tubes de membrane à partir de telles vésicules et de 
ŵesuƌeƌ les foƌĐes s͛eǆeƌçaŶt dessus (Figure 5-3, b)(120). Le recrutement de ARH, à la 
membrane, dans ces tubes, en présence des composants nécessaires à l͛aĐtiǀatioŶ des 
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myosines, peƌŵettƌait l͛oďseƌǀatioŶ des ĐoŵposaŶts ŶĠĐessaiƌes et suffisaŶts pouƌ créer de la 
contractilité. En modifiant alors de manière contrôlée le nombre de protéines activées, il serait 
possiďle de ƌegaƌdeƌ l͛iŶflueŶĐe du Ŷoŵďƌe de ŵǇosiŶe sur la force exercée. 
 
Figure 5-3 : (a) Image adaptée de (119) d͛uŶe ǀĠsiĐule eŶtouƌĠe d͛uŶ Ŷuage d͛aĐtiŶe doŶt la ďƌisuƌe de 
sǇŵĠtƌie lui peƌŵet d͛ġtƌe pƌopulsĠe ǀeƌs la dƌoite. FoƌĐeƌ la polǇŵĠƌisatioŶ d͛aĐtiŶe suƌ Đette ǀĠsiĐule aǀeĐ de la 
lumière pourrait contrôler la brisure de symétrie et guider le déplacement de cette vésicule. (b) Image adaptée de 
(120) d͛uŶ filopode tiƌĠ d͛uŶe ǀĠsiĐule paƌ uŶe ďille ĐoŶtƌôlĠe aǀeĐ uŶ dispositif de piŶĐe optiƋue. IlluŵiŶeƌ Đette 
stƌuĐtuƌe pouƌƌait ŵodifieƌ l͛aĐtiǀitĠ des ŵǇosiŶes et aiŶsi ĐhaŶgeƌ la foƌĐe appliƋuĠe dessus. 
5.3.2   Cellule unique 
CoŶĐeƌŶaŶt l͛Ġtude des cellules uniques, plusieurs éléments pourraient être rapidement 
testés à partir de ces plasmides. Il a récemment été prouvé (121) la possibilité de mesurer les 
forces exercées par une cellule ou un tissu sur un substrat à partir du déplacement de billes 
fluoƌesĐeŶtes à l͛iŶtĠƌieuƌ de Đe suďstƌat (Figure 5-4). Cette technique appelée Traction Force 
Microscopy (TFM), couplée à un recrutement optogénétique mesurerait les forces exercées par 
l͛aĐtiǀatioŶ loĐale et globale des RhoGTPases, en fonction de leur concentration. 
 
Figure 5-4 : (a-c) Images adaptées de (121), présentant le principe de la TFM. (a) Image de fluorescence des 
billes contenues dans le gel sur lequel se déplace la cellule. (b) Carte de la valeur des forces en fonction de la position 
sur la lamelle. (c) Orientation et amplitude des forces mesurées exercées par la cellule. Contrôler les RhoGTPases 
daŶs Đes Đellules peƌŵettƌait d͛aǀoiƌ aĐĐğs à la ǀaleuƌ des foƌĐes Ƌu͛elles gĠŶğƌeŶt. 
Durant ma thèse, seule la migration des cellules adhérentes a été considérée. Cependant ce 
Ŷ͛est pas la seule stƌatĠgie de dĠplaĐeŵeŶt eŵploǇĠe paƌ les Đellules, en effet, dans le cas de 
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surface non adhésive, certains type cellulaire migrent en créant des blebs (122)(123). Dans ces 
sǇstğŵes l͛aĐtiǀitĠ de ĐoŶtƌaĐtioŶ et la polǇŵĠƌisatioŶ du Đoƌteǆ d͛aĐtiŶe joueŶt uŶ ƌôle 
primordial et soŶt ĐoŶtƌôlĠs eŶ aŵoŶt paƌ les Ŷiǀeauǆ d͛aĐtiǀitĠ gloďale et locale des 
RhoGTPases. Il serait donc très intéressant d͛implanter l͛outil optogĠŶĠtiƋue daŶs Đes Đellules 
pour contrôler la dynamique de ces blebs et ainsi comprendre ce type de motilité (124). 
 
Figure 5-5 : (a, b) Images adaptées de (122) présentant la formation de blebs chez Dictyostelium descoideum 
(a) et dans des cellules de type M2 (b) où les myosines sont représentées en vert et la membrane en rouge. Contrôler 
la contractilité locale de ces blebs avec ARH pourrait en modifier la dynamique et diriger la migration de ces cellules. 
L͛outil optogénétique étant non invasif et utilisable avec de la microscopie biphotonique 
(70), nous pourrions l͛utiliseƌ ŶoŶ plus sur des cellules se déplaçant sur des lamelles mais pour 
contrôler la motilité cellulaire dans un contexte biologique intégré. Utilisée sur des cellules dans 
un environnement à trois dimensions suffisamment transparent pour laisser passer la lumière, 
cette approche spécifierait dans quelle mesure les processus biologiques démontrés sur lamelle 
restent vrais à trois dimensions (125)(126)(127). 
5.3.3   Tissus reconstitués 
Les enjeux associés à la régulation de l͛aĐtiǀitĠ des Đellules à l͛ĠĐhelle d͛uŶ tissu soŶt tƌğs 
différents de ceux des Đellules uŶiƋues. CepeŶdaŶt, Đ͛est paƌfois l͛aĐtioŶ de ƋuelƋues Đellules 
uŶiƋues Ƌui guide le ĐoŵpoƌteŵeŶt gloďal d͛uŶ tissu. C͛est eŶ paƌtiĐulieƌ le Đas pouƌ le 
phénomène de wound healing (cicatrisation de plaies) où il a été observé la présence de cellules 
fibroblastes NIH/3T3 leaders qui entraînent avec elles un grand nombre de cellules pour former 
une protrusion (Figure 5-6, a)(8). Il serait iŶtĠƌessaŶt d͛essaǇeƌ de ĐƌĠeƌ Đe tǇpe de phĠŶotǇpe 
aǀeĐ l͛outil optogĠŶĠtiƋue pouƌ ĐoŵpƌeŶdƌe s͛il est dû à l͛aĐtioŶ des RhoGTPases – de par leur 
concentration ou leur répartition - ou ďieŶ s͛il possède une origine autre. 
A l͛ĠĐhelle du tissu, daŶs le Đas de la gastƌulatioŶ Đhez la dƌosophile paƌ eǆeŵple, il a ĠtĠ 
observé que les tissus sont contractés de manière périodique (6)(7). L͛utilisatioŶ de A‘H pouƌ 
activer de manière périodique RhoA dans des tissus suspendus (Figure 5-6, b) permettrait de 
reproduire ce type de phénomène et de ƌegaƌdeƌ l͛effet suƌ l͛oƌgaŶisatioŶ iŶteƌŶe des Đellules 
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elles-mêmes. Par ailleurs, cette approche, couplée à une mesure des forces appliquées par le 
tissu (128) permettrait de valider que ces oscillations permettent de créer des niveaux au moins 
égaux, voire supérieurs, à ceux créés par une contraction continue (129). 
 
Figure 5-6 : ;aͿ CoŵpoƌteŵeŶt de Đellules NIH/ϯTϯ loƌs d͛uŶe eǆpĠƌieŶĐe de ǁouŶd healiŶg. Suƌ Đette iŵage 
est présenté la foƌŵatioŶ d͛uŶ « doigt » de Đellule aǀeĐ à l͛aǀaŶt de Đelui-Đi la pƌĠseŶĐe d͛uŶe Đellule leadeƌ. EŶ 
ƌouge est ƌepƌĠseŶtĠ le sigŶal ŵǇosiŶe et eŶ ǀeƌt le sigŶal aĐtiŶe. Les flğĐhes ƌepƌĠseŶteŶt les Đâďles d͛aĐto-myosines 
partagés entre plusieurs cellules. Baƌƌe d͛ĠĐhelle : 50 µm. Image adaptée de (8). (b) Iŵage d͛uŶ filŵ de Đellules 
suspeŶdu eŶtƌe deuǆ ďaƌƌeauǆ peƌŵettaŶt d͛eǆeƌĐeƌ/de ŵesuƌeƌ des foƌĐes. Baƌƌe d͛ĠĐhelle : 1 mm. Image adaptée 
de (128). 
5.3.4   In vivo 
Tel quel, ce système pourrait être utilisé in vivo, en particulier au stade de la cellule unique 
Đhez l͛eŵďƌǇoŶ (Figure 5-7). Cela pourrait permettre de tester différentes théories comme, par 
exemple, qu͛uŶe aĐtiǀatioŶ de RhoA au milieu de la cellule permet, à elle seule, d͛entraîner sa 
séparation en deux (130)(131) et mimer ainsi la mécanique de la division cellulaire (34).  
 
Figure 5-7 : Image adaptée de (130) présentant les différents stades de la pƌeŵiğƌe diǀisioŶ de l͛eŵďƌǇoŶ de 
l͛ouƌsiŶ dollar Dendraster. Baƌƌe d͛ĠĐhelle : 20 µm. 
Nous venons d͛ĠŶuŵĠƌeƌ ďƌiğǀeŵeŶt ƋuelƋues pƌojets dans lesquels l͛appƌoĐhe utilisée 
durant cette thèse – le ĐoŶtƌôle ƋuaŶtitatif d͛uŶe peƌtuƌďatioŶ ĐouplĠ à l͛aŶalǇse pƌĠĐise de la 
réponse - pourrait être appliquée immédiatement. Il en existe bien sûr de nombreux autres. Par 
ailleurs, avec quelques modifications au niveau des protéines CRY2/CIBN et/ou au niveau des 
domaines DHPH, il est possiďle d͛augmenter immédiatement le Đhaŵp d͛aĐtiǀitĠ de Đet outil.  
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